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DESCRIZIONE 

a corredo di una domanda di brevetto per invenzione industriale dal 
titolo: "Uso di inibitori enzimatici di h-PRUNE per la prevenzione ed il 
trattamento delle metastasi dei tumori iperesprlmenti h-PRUNE " 
Titolare: Fondazione Teletlion 
Inventori: Massimo ZOLLO ^ 

V 



* * * 



h-PRUNE per la prevenzione ed il trattamento delle metastasi dei 



relativo kit diagnostico per la rivelazione delle metastasi. 



neuroblastomi e al relativo metodo di screening di detti inibitori. Inoltre 
rinvenzione si riferisce ulteriormente ad un kit diagnostico di metastasi 
di detti tumori. 

La proteina PRUNE umana (h-PRUNE) appartiene alia 
superfamiglia delle DHH, che include diverse fosfoesterasi, come la 
RecJ nucleare di derivazione batterica e le pirofosfatasi da lievito e 
batten (Aravind et al., 1998). 

La superfamiglia di DHH pud essere divisa in due gruppi 
principali sulla base di un motivo C-terminale che e molto ben 
conservato airinterno di ciascun gruppo, ma non tra i diversi gruppi. 



La presente invenzione concerne Tuso di inibitori enzimatici di ( T 
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tumori iperesprimenti h-PRUNE, metodo di screening di detti inibitori e \ 



Piu in particolare rinvenzione si riferisce airimpiego di inibitori 



enzimatici di h-PRUNE per la prevenzione ed il trattamento delle e ] 

CI I 

metastasi dei tumori alia mammella, dei sarcomi, dei melanomi, dei ^ 



Tutti i membri di questa superfamiglia posseggono quattro altri motivi 
che contengono residui amminoacidici carichi altamente conservati 
considerati responsabili di legami ionici e che catalizzano la reazione 
di fosfoesterificazione. La principale caratteristica di questi e il terzo 
motivo, contraddistinto dal segno DHH (Asp-His-His), in base al quale 
e state soprannominata questa superfamiglia. 

La proteina Recj e una proteina di riparazione del DNA e, 
insieme ad aitre proteine nucleari e proteine batteriche poco 
caratterizzate, appartiene al primo gruppo; PRUNE e le polifosfatasi 
appartengono al secondo gruppo. 

II gene PRUNE di Drosophila e stato originariamente 
caratterizzato sulla base del suo fenotipo mutante che mostrava colore 
degli occhi porpora-brunastro dovuto alia riduzlone di drosopterine, in 
contrasto con gli occhi rosso brillante dell'insetto wild-type (Timmons et 
al., 1996). I mutanti omozigoti PRUNE sono vitali e fertili, ma 
sviluppano tumori pseudo-melanotici diventando letali in presenza di 
almeno una copia singola di mutazione che interferisce con la 
formazione corretta del disco immaginale che dara origine all'ala 
(awd/K-pn; anche nominato Killer of PRUNE). 

Gli umani codificano fino a otto ortologhi del gene awd 
(nm23s), almeno quattro dei quali codificano per nucleoside difosfato 
chinasi attive (NDPKs) che catalizzano il trasferimento dei gruppo 
fosfato da un nucleoside trifosfato a un nucleoside difosfato (Lombardi 
et al., 2000). 

Numerosi tumori e cellule ad alto tasso di proliferazlone 



iperesprimono mRNA corrispondente di nm23-H1 e relativa proteina, e 
in molti casi questa iperespressione e legata ai primi stadi del tumore. 
II cancro alia mammella e una patologia complessa molto diificile da 
gestire a livello clinico per la sua vasta eterogeneita e differente 
possibilita di risposta al trattamento (Keen et a!., 2003). Uaumentata 
conoscenza dei meccanismi molecolari alia base della genesi del 
tumori ha consentito di identificare un numero crescente di biomarker 
da correlare alia prognosi di diversi tipi di tumori in diversi stadi 
dell'evoluzione della patologia, per indirizzare la scelta del trattamento 
terapeutico piu adeguato (Keen et al., 2003, Domchek et al., 2002). 

Tra i fattori di prognosi utilizzati ad oggi nei casi di tumore alia 
mammella primario sono inclusi, ad esempio, il coinvolgimento dei 
linfonodi, Tesame istologico, la grandezza del tumore, lo status dei 
recettori degli estrogeni e del progesterone, rindice di proliferazione, il 
grado istologico o nucleare (Kuru et al., 2003, Morabito et al.. 2003). 
Sarebbe utile poter disporre di nuove molecole coinvolte nei processi 
successivi di trasformazione, invasione e metastasi, da utilizzare come 
marker per la prognosi degli stadi successivi nell'evoluzione della 
patologia tumorale. 

Nei cancro alia mammella e nei melanomi, I'alta espressione di 
nm23-H1 umana e associata con una diminuzione del potenziale 
metastico (Florenes et al., 1992), Nei caso specifico del cancro alia 
mammella, la distribuzione delle metastasi e responsabile di tutti i 
decessi per tumore. 

Per diventare invasive, le cellule tumorali hanno bisogno di 



cambiare le loro proprieta adesive, perdere il contatto con altre cellule 
nel tumore primario e instaurare nuovi contatti con la matrice 
extracellulare di cellule ospiti dei tessuti che esse invadono. In questo 
contesto la modulazione della attivita di proteasi che si esplica intorno 
alle cellule tumorali gioca un ruolo critico. Per migrare dal tumore 
primario e per fuoriuscire dal torrente circolatorio per colonizzare gli 
organi secondari, le cellule tumorali hanno anche la necessita di 
acquisire funzioni di motilita. 

Ad oggi diversi geni soppressori di metastasi sono stati isolati 
e caratterizzati (Steeg et al., 2003). All'interno di questo gruppo, nm23 
e noto indurre una diminuzione della motilita cellulare quando viene 
iperespresso in cellule tumorali della mammella (Freije et al., 1997, 
Hartsough et al., 2001, Freije et al., 1997), influenzare la 
colonizzazione indipendente dall'ancoraggio e indurre il 
differenziamento (Kantor et al., 1993; Leone et al., 1993; Howlett et al., 
1994; Hartsough et al., 1998, Lombardi et al., 2000). Inoltre, e stato 
dimostrato come I'iperespressione di nm23-H1 nel clone MDA-C100 di 
linea cellulare di tumore alia mammella aggressive riduca il suo 
fenotipo metastatico sia "in vitro" sia "in vivo" (Hartsough et al., 2000, 
Mao et al., 2001, Tseng et al.. 2001). 

L'inventore ha dimostrato nel corso di uno studio precedente 
I'interazione tra h-PRUNE e nm23-H1 e la compromissione di questa 
interazione mediante mutazione nm23H1-S120G (Reymond et al.. 
1999). Inoltre e stato dimostrato che I'amplificazione di numerose copie 
di h-PRUNE comporta I'induzione della proliferazione cellulare e che 



aiti livelli di espressione di h-PRUNE, comparati ai livelli moderati o 
bassi di nm23"H1, sono correlati ad un'aumentata aggressivita del 
sarcoma e del carcinoma della mammella (Forus et al., 2001). 

Alia luce di quanto sopra esposto appare pertanto evidente 
I'esigenza di potere disporre di composti in grado di inibire I'attivita 
enzimatica di h-PRUNE da impiegare vantaggiosamente nel 
trattamento e nella prevenzione dei tumori e relative metastasi 
caratterizzati dalTiperespressione di h-PRUNE. 

L'autore della presente invenzione ha ora identificato una 
nuova attivita enzimatica di h-PRUNE correlata alle metastasi, in 
particolare del cancro alia mammella, e suscettibile dell'inibizione 
enzimatica terapeutica. Infatti, l'autore ha ora trovato che h-PRUNE 
possiede un attivita fosfodiesterasica nucleotide ciclica con una affinita 
preferenziale per c-AMP su c-GMP come substrati, che puo essere 
efficacemente soppressa da alcuni inibitori di fosfodiesterasi. 

Attraverso lo studio condotto dall'autore della presente 
invenzione e state inoltre trovato che I'enzima h-PRUNE risulta essere 
iperespresso in concomitanza con una diminuzione dell'espressione di 
nm-23 nel tumori metastatici a livello di differenti tessuti. Inoltre, e stata 
trovata una correlazione diretta tra un'attivita aumentata di h-PRUNE 
cAMP-PDE e la motilita cellulare, dovuta a un'interazione fisica 
proteina-proteina con nm23H1, in un modello di tumore alia mammella. 
Questa scoperta evidenzia I'interazione tra h-PRUNE e nm23-H1 che 
altera la funzione protettiva di nm23-H1 nella proliferazione cellulare e 
di soppressione dei process! di metastasi tumorale. 



Secondo un ulteriore aspetto dell'invenzione e stato valutato il 
possibile ruolo di h-PRUNE come potenziale marker indipendente per 
la prognosi del decorso clinico del cancro alia mammella studiando la 
distribuzione deU'espressione della proteina h-PRUNE e di nm23-H1 in 
un gruppo di pazienti con 11 carcinoma alia mammella. In particolare, 
riperespressione di h-PRUNE, distribuita in modo omogeneo tra i vari 
casi clinici analizzati, offre la possibilita di un vantaggioso impiego 
della proteina come marker di prognosi indipendente da altri fattori 
quali, ad esempio. il tipo di tumore, le dimensioni istologiche, la 
reattivita dei recettori degli estrogeni e del progesterone, il 
coinvolgimento dei linfonodi. Uidentificazione di un nuovo marker e 
utile per individuare i tumori con potenziale metastatico e per rendere 
piu efficace la gestione dei pazienti affetti da cancro alia mammella, in 
termini di scelta di terapia mirata da adottare. 

Tra gli inibitori delle fosfodiesterasi (PDE) che sono stati testati 
mediante un metodo di screening adatto per la valutazione 
dellMnibizione dell'attivita fosfodiestarasica nucleotide ciclica di h- 
PRUNE, il dipiridamolo, un farmaco gia noto per le sue caratteristiche 
di anticoagulante, ha mostrato la piu alta capacita di inibire in termini 
IC50 I'attivita di h-PRUNE, sia in vitro sia nel modello cellulare di 
mammella. Anche la vinpocetina e la 3 -isobutil-1-metilxantina (IBMX) 
nel corso dello screening hanno mostrato valori di IC50 promettenti per 
I'inibizione di h-PRUNE; i dati risultanti da questa selezione 
suggeriscono di indirizzare lo screening agli analoghi strutturali, ai 
derivati e agli isomeri dei tre composti sopra menzionati. 



Infine. Tanalisi in vivo di un ampio numero di tumori alia 
mammella metastatici ha confermato Tesistenza di una correlazione 
diretta tra i livelli aumentati della proteina h-PRUNE e una regolazione 
negativa deirespressione di nm23-H1, che si traduce nella formazione 
di metastasi a distanza come riportato nello studio di follow-up clinico. 

Forma pertanto oggetto della presente invenzione Tuso di 
inibitori dell'attivita fosfodiesterasica nucleotide ciclica di h-PRUNE per 
la preparazione di un medicamento per la prevenzione ed il trattamento 
delle metastasi dei tumori caratterizzati da una iperespressione di h- 
PRUNE, quali, ad esempio, carcinoma alia mammella, sarcoma, 
neuroblastoma e melanoma. In particolare, gli inibitori dell'attivita 
fosfodiesterasica nucleotide ciclica di h-PRUNE sono sceiti dal gruppo 
che consiste in dipiridamolo, vinpocetina, 3-isobutil 1-metilxantina 
(IBMX), e lore derivati, analoghi strutturali ed isomeri. 

Costituisce ulteriore oggetto della presente invenzione un 
metodo di screening di composti inibitori di h-PRUNE comprendente le 
seguenti fasi: 

a) scelta di almeno un composto inibitore delle fosfoesterasi (PDE) o 
un suo derivato, analogo strutturale o isomero; 

b) somministrazione di detto almeno un composto ad una 
concentrazione compresa tra 0,05 e 10 |jM ad una linea cellulare 
iperesprimente h-PRUNE; 

c) analisi quantitativa deirattivita fosfodiesterasica nucleotide ciclica di 
h-PRUNE e/o analisi della motilita cellulare in funzione della 
concentrazione di detto almeno un composto. 



L'inibizione deirattivita fosfodiesterasica nucleotide ciclica di h- 
PRUNE da parte di un composto testato come inibitore di detta attivita 
puo essere stabilita valutando la IC50 del suddetto composto. 

Esempi di linee cellulari che iperesprimono h-PRUNE sono i 
seguenti: MDA-C100, MDA-prune, MDA-pruneA, MDA-prune4DA, 
MDA-PDE5A, MDA-H1-177, MDA-nm23H1-S120G, MDA-nm23H1- 
S120G-prune, MDA-nm23H1-P96S, MDA-nm23H1-P96S-prune. 

Uanalisi quantitativa deirattivita fosfodiesterasica nucleotide 
ciclica di h-PRUNE puo essere condotta mediante test di idrolisi del 
substrate c-AMP e/o c-GMP. Detto substrate e utilizzato in 
concentrazioni comprese tra 0,008 pM e 1 pM. 

Costituisce ulteriore oggetto della presente invenzione un 
metodo per la preparazione di una composizione farmaceutica 
comprendente il metodo come sopra descritto che comprende 
ulteriormente la fase d) di misceiazione di almeno un composto 
identificato, o un suo derivato, un suo analogo strutturaie, o un suo 
isomero, assieme ad uno o piu coadiuvanti e/o eccipienti 
farmacologicamente accettabili. 

La presente invenzione concerne ulteriormente Tuso di composti 
inibitori di h-PRUNE selezionati secondo il metodo definite sopra, per 
la preparazione di un medicamento per la prevenzione ed 11 trattamento 
delle metastasi dei tumori caratterizzati da una iperespressione di h- 
PRUNE, dove detti tumori possono essere il carcinoma alia mammella, 
il sarcoma, il neuroblastoma ed il melanoma. 

Ulteriore oggetto della presente invenzione e un metodo per la 
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rivelazione di h-PRUNE in un campione biologico per la diagnosi delle 
metastasi dei tumori caratterizzati da un'iperespressione di h-PRUNE 
mediante saggio immunologico, analisi FISH, PGR Real-time, 
ibridazione in situ. In particolare, detto metodo pud comprendere le 
seguenti fasi: 

a) mettere in contatto detto campione biologico quale, ad esempio, 
una sezione di tessuto o un fluido biologico, con almeno un anticorpo 
anti-h-PRUNE, monoclonale o policlonale, che puo essere marcato con 
un radioisotope, una molecola fluorescente o un enzima; 

b) rivelazione del complesso antigene-anticorpo; 

c) analisi quantitativa del complesso antigene-anticorpo. 

La rivelazione e I'analisi quantitativa del complesso antigene- 
anticorpo possono essere effettuate mediante analisi 
immunoistochimica, immunoprecipitazione immunofluorescenza, 
ELISA, immunoblotting. 

Per quanto concerne il metodo per la rivelazione di h-PRUNE in 
un campione biologico per la diagnosi delle metastasi dei tumori 
caratterizzati da una iperespressione di h-PRUNE mediante PGR Real- 
time, i primer specifici sono: 

5'-AGAGATGTTGGACAGGCAAAGT-3^; 
3'-CCATGTTGACACAGTCCAGGAT-5'; 
o le sequenze ad esse complementari. 

Relativamente al metodo per la rivelazione di h-PRUNE in un 
campione biologico per la diagnosi delle metastasi dei tumori 
caratterizzati da una iperespressione di h-PRUNE mediante ibridazione 



in situ la sonda marcata pud comprendere la sequenza 
oligonucleotidica: 

CTGCATGGAACCATC 

o la sequenza ad essa complementare o la sequenza in cui T e 
sostituita da U. 

Detta sonda marcata per PGR Real-time puo essere lineare o 
circolare (TaqMan. Hybridization probe, Molecular Beacon) e la 
marcatura puo essere con almeno un radioisotope e/o un fluorocromo. 
La marcatura con almeno un fluorocromo (di emissione o di 
eccitazione), prefer! bilmente con 6FAM (6-carbossifluoresceina) puo 
essere effettuata airestremita 3' e/o 5' della sequenza oligonucleotidica 
della sonda. 

Costituisce ulteriore oggetto della presente invenzione un kit 
diagnostico per la rivelazione di h-PRUNE in un campione biologico 
per la diagnosi delle metastasi dei tumori caratterizzati da una 
iperespressione di h-PRUNE (quali. ad esempio, il carcinoma alia 
mammella, il sarcoma, 11 neuroblastoma, il melanoma) comprendente 
almeno un anticorpo anti-h-PRUNE, monoclonale o policlonale, che 
puo essere marcato, ad esempio, con un radioisotope, una molecola 
fluorescente o un enzima. 

II kit diagnostico puo alternativamente comprendere una coppia 
di primer specifici per h-PRUNE che puo comprendere le sequenze: 
5^-AGAGATCTTGGACAGGCAAACT-3'; 
3'-CCATGTTGACACAGTCCAGGAT-5'; 
o sequenze ad esse complementari. 
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Infine il kit diagnostico pud comprendere almeno una sonda 
oligonucleotidica marcata per PGR Real-time o per I'ibridazione in situ 
Che pud comprendere la sequenza oligonucleotidica: 
CTGCATGGAACCATC 

o la sequenza ad essa complementare o la sequenza in cui T e 
sostituita da U. 

Detta sonda oligonucleotidica marcata per PGR Real-time puo 
essere lineare e/o circolare e la marcatura puo essere con almeno un 
radioisotope e/o un fluorocromo, preferibilmente con 6FAM (6- 
carbossifluoresceina) e puo essere effettuata all'estremita 3' e/o 5' 
della sequenza oligonucleotidica della sonda. 

Forma ulteriore oggetto della presente invenzione un anticorpo 
monoclonale murine in grade di riconoscere e legare in modo selettivo 
la proteina h-PRUNE ricombinante caratterizzato dal fatto di 
appartenere alia classe delle immunoglobuline IgM e di essere prodotto 
da un clone scelto dal gruppo che consiste in 4G3, 4G3/3, 4G3/4, 2C/3. 
2C3/2, 2E10 e 3H6. Questi cloni sono stati ottenuti mediante 
I'immunizzazione del topi con la proteina h-PRUNE ricombinante intera 
in un costrutto p-maltose. 

Inoltre la presente invenzione concerne un anticorpo policlonale 
da coniglio per h-PRUNE (A59) caratterizzato dal fatto di riconoscere e 
legare in modo selettivo il peptide utilizzato per I'immunizzazione dei 
conigli comprendente la sequenza amminoacidica: 

NH2-Ala-Leu-Glu-Glu-Ala-Val-Ala-Glu-Val-Leu-Asp-His-Arg-Pro-lle-Glu- 
Pro-Lys-COOH o parti di essa. 
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Costituiscono ulteriore oggetto della presente invenzione i 
primer specifici per ramplificazione mediante PGR Real-time di h- 
PRUNE comprendenti almeno una delle sequenze oligonucleotldiche: 
5'-AGAGATCTTGGACAGGCAAACT-3'; 
3'-CCATGTTGACACAGTCCAGGAT-5'; 
o sequenze ad esse compiementarl. 

Infine, la presente invenzione concerne una sonda 
oligonucleotidica specifica per h-PRUNE per PGR Real-time o per 
I'ibridazione in situ comprendente la sequenza: 
GTGGATGGAAGGATG 

o la sequenza ad essa complementare o la sequenza in cui T e 
sostituita da U. 

Detta sonda oligonucleotidica per PGR Real-time pud essere 
lineare e/o circolare e puo essere marcata con almeno un radioisotope 
e/o un fluorocromo, preferibilmente con 6FAM (6-carbossifluoresceina) 
e detta marcatura puo essere effettuata all'estremita 3' e/o 5' della 
sequenza oligonucleotidica della sonda. 

La presente invenzione verra ora descritta a titolo illustrative, ma 
non limitative, secondo sue forme preferite di realizzazione, con 
particolare riferimento alle figure dei disegni allegati, in cui: 

ia figura 1 mostra Tallineamento multiple di sequenze della 
famlglia delle DHH fosfoesterasi, rivelando separatamente i 4 motivi 
generici (l-IV) e gli motivi diagnostici delle due distinte sottofamiglie 
Che mappano sul secondo dominio; i numeri indicano la posizione del 
primo residue allineato per ogni sequenza proteica e le distanze tra i 
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diversi elementi (pannello A). Struttura "ribbon" del la proteina h- 
PRUNE basata sulla struttura cristallina di PPASE e la proteina RecJ 
(pannello B) e struttura "ribbon" della proteina RecJ (pannello C); le 
frecce Indicano i residui di acido aspartico (D); 

la figura 2 mostra I'identificazione dell'attivita PDE di h-PRUNE 
sui substrati c-AMP e c-GMP (pannello A). Istogramma deiranalisi di 
mutazioni singole e multiple che mappano nel potenziale sito catalitico 
della proteina h-PRUNE (pannello B). Grafici Lineweaver-Burk per 
determinare e Vmax rispettivamente per i substrati c-AMP e c-GMP 
(pannelli C, D). Attivita c-AMP-PDE misurata in presenza dl due 
differenti tamponi a concentrazioni crescenti di Mg^* (pannello E). 
Attivita c-AMP-PDE misurata in presenza di due differenti tamponi a 
concentrazioni crescenti di Mg^"" (punti neri) o Mn^* (punti bianchi). 
Sono rappresentate le curve rappresentanti le attivita di h-PRUNE 
(linee uniform!) e di h-PRUNEA (linee tratteggiate) (pannello F); 

la figura 3 mostra le analisi di cloni stabili e saggi di motilita in 
vitro. Analisi dell'espressione m-RNA mediante Real-time quantitativa 
del geni h-PRUNE e nm23-H1, sono indicati i relativi valori ACt 
(pannello A). Rivelazione dell'espressione m-RNA mediante Real-Time, 
e riportato il valore del numero delle copie degli m-RNA (pannello B). 
Analisi Western Blot usando anticorpi specifici per h-PRUNE, nm23h1 
e His-tag (per PDE5A) indicano le quantita delle proteine espressa in 
ciascun clone cellulare (pannello C). Motilita cellulare delle linee 
cellulari MDA C-100 (controllo), MDA H1-177, MDA-PRUNE e MDA- 
H1-177-PRUNE, iperesprimenti rispettivamente h-PRUNE da solo 
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(cloni #3 e #4) o h-PRUNE e nm23-H1 (cloni #7 e #8), (pannello D). 
Motilita cellulare delle linee cellulari MDA C-100 (controllo), MDA- 
PRUNE (cloni #3 e #4) e MDA-PRUNEA (cloni #10 e#11) MDA- 
PRUNE4DA (cloni #19 e #20), MDA-PDE5A (cloni #14 e #16) e MDA- 
H1-177 (pannello E). Motilita cellulare delle linee cellulari MDA C-100 
(controllo), MDA-nm23H1-S120G, MDA-nm23H1-S120G-PRUNE (cloni 
#2 e #3) e MDA-nm23H1-P96S, MDA-nm23H1-P96S-PRUNE (cloni #4 
e #5) iperesprimenti mutanti nm23H1 da soli o con h-PRUNE (pannello 
F); 

la figura 4 mostra Tanalisi deirattivita PDE di h-PRUNE in vitro e 
in vivo] attivita di c-AMP-PDE di h-PRUNE e h-PRUNEA in presenza 
delle proteine nm23; (pannello A). Nel pannello B e riportata la tabella 
con i valori dell'attivita di h-PRUNE-PDE misurati come pmolxmin"^X|jg"^ 
sul totale di proteine contenuto nel lisato cellulare; 

la figura 5 mostra I'istogramma di motilita che rappresenta 
Tanalisi dell'attivita inibitoria sulle PDE e sulla motilita delle linee 
cellulari MDA C-100 (controllo), MDA-PRUNE (cloni #3 e #4) e MDA- 
PRUNEA (cloni #10 e #11) (pannello A). Nel pannello B e riportata la 
tabella con le attivita di inibizione su diverse PDE da parte di 8 inibitori 
testati espresse come valori di IC50. nell'ultima colonna sono riportati i 
valori di IC50 per h-PRUNE per alcuni dei composti piu sensibili. 

la figura 6 mostra I'analisi in vivo delle metastasi associate a 
tumori al seno; analisi FISH su MTA (multiple tissue array) che mostra 
ramplificazione di h-PRUNE (sinistra) e di nm23-H1 (destra) (pannello 
A). Ingrandimento 100X e 200X delle analisi immunoistochimiche (IHC) 
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di due gruppi di tumore con alta espressione (+++) di h-PRUNE 
(sinistra) paragonato ad un livello medio-basso (0/+) di espressione di 
nm23-H1 (destra) (pannelli B, C); tabella dei risultati delle analisi FISH 
e IHC condotte su 59 casi di cancro alia mammella TNMi (pannello D). 

la figura 7 mostra un modello che rappresenta la funzione pro- 
metastatica di h-PRUNE nel cancro alia mammella; 

la figura 8 mostra le analisi FISH e Hmmunoistochimica 
comparative dei tessuti della mammella normali e tumorali; nel 
pannello A e rappresentata Tanalisi FISH su MTA che consente di 
individuare 11 numero di copie di h-PRUNE sia nei tessuti normali sia 
nei tessuti tumorali (a sinistra) e nei tessuti tuorali ma non metastatici 
(a destra); nel pannello B e riportato un ingrandimento deiranalisi 
immunoistochimica condotta su due gruppi di tumori con bassa 
espressione (+) di h-PRUNE; 

la figura 9 mostra I'espressione di h-PRUNE e Tanalisi 
citogenetica nel carcinoma alia mammella. Nel pannello A e mostrata 
Tanalisi immunoistochimica per I'espressione di h-PRUNE condotta su 
sezioni TMA e I'ingrandimento 40X di un'immunocolorazione di h- 
PRUNE positiva (a) e negativa (b). Nel pannello B e riportata I'analisi 
FISH sugli stessi campioni impiegando come sonde h- 
PRUNE/PAC279-h19 e pUC1 77 come controllo; 

la figura 10 mostra I'analisi di sopravvivenza Kaplan-Meier 
suirespressione di h-PRUNE ed nm23-H1. Tutti i casi di carcinoma alia 
mammella sono stati sottoposti ad immunocolorazione di nm23-H1 (A) 
e h-PRUNE (B); i carcinomi alia mammella h-PRUNE positivi in 
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presenza (C) o in assenza (D) di coinvolgimento dei linfonodi ascellari. 
ESEMPIO 1 : Analisi strutturale e funzionale di h-PRUNE 
MATERIALI E METODI 
Analisi della seauenza proteica 

II database di sequenze proteiche non ridondante al National 
Center for Biotechnology (NIH, Bethesda) e stato consultato in modo 
iterative utilizzando il programma PSI-BLAST (Aitschul et al., 1997). Gil 
allineamenti multipli di sequenze proteiche sono stati allestiti il 
programma T_coffee (Notredame et al., 1993) e corretti sulla base dei 
risultati ottenuti con il programma PSI-BLAST. 

Gli alberi filogenetici sono stati costruiti utilizzando il programma 
Fitch della Philip ed il programma ProtML del pacchetto Molphy. 

La costruzione dei modelli di omologia delle strutture proteiche e 
stata effettuata impiegando il software di visione SWISS-PDB e 
Tallineamento con il template e stato manualmente aggiustato per 
minimizzare i contrasti dello scheletro della proteina. La 
minimizzazione dell'energia e stata condotta utilizzando il programma 
GROMOS Che impiega un campo Sippl-like. 

I diagrammi delle strutture delle proteine a nastro (ribbon) sono 
stati generati utilizzando il programma MOLSCRIPT. 

Coltura cellulare 

Le cellule HEK-293 e MDA-MB-435 sono state coltivate in 
terrene Dulbecco modificato Eagle e addizionato con il 10% Unita/ml di 
penicillina e 100 |jg/ml di streptomicina a 37°C con 5% CO2. 

Espressione proteica e la purificazione in Baculovirus 
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L'espressione proteica e stata effettuata usando come sistema di 
espressione Baculovirus (Invitrogen). In breve, il c-DNA codificante per 
h-PRUNE, nm23-H1 e i mutanti nm23-H1 (Mac Donald et a!., 1996) e 
h-PRUNE: h-PRUNEA, D28A, D106A, D179A, D28A-D106A, D28A- 
D106A-D126A, D28A-A, 4DA (D28A-D106A-A-D179A) sono stati 
subclonati In un vettore pFastBac-Hta digerito con EcoRI/Xhol. 

Al fine di produrre 1 c-DNA del mutanti h-PRUNE, e stata 
condotta una mutagenesi sito diretta del costrutto dl h-PRUNE 
utilizzando il kit QuikChange III (Stratagene) in accordo alle istruzioni 
del produttore (vedi esempio 2). 

L'infezione virale e le condizioni di purificazione sono state 
descritte in Garzia e coll. (2003). 

Successivamente sono state purificate h-PRUNE e h-PRUNEA 
provviste di code di istidina su una colonna MonoQ HR 5/5 
(Amersham) impiegando 10 mM Tris HCI in tampone a pH 8,0. 
L'eluizione dalla colonna e stata effettuata su un gradiente lineare da 0 
a 0,8 M NaCI, per 20 minuti e ad una veiocita di flusso di 1 ml/minuto, 
Le frazioni sono state successivamente dializzate contra 10 mM Tris H- 
Cl, tampone pH 8 e testate per I'attivita. 

La purezza delle proteine isolate e stata valutata mediante 
analisi elettroforetica SDS-PAGE. 

Identificazione e caratterizzazione deirattivita fosfodiesterasica 
di h-PRUNE 

Uattivita PDE e stata misurata mediante saggio di rivelazione 
cAMP/cGMP, come descritto da Fischer et al., 1998 e con saggio di 
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scintillazione (Amersham-Pharmacia Biotech), 

I campioni sono stati diluiti ed incubati a SC'C in 100 jjI di 
tampone per il saggio (50 mM Ths-HCI, pH 7.4, 8,3 mM MgCb, 1,7 mM 
EGTA) contenente la concentrazione desiderata di cAMP o cGMP 
come substrati (rapporto 3:1 non marcato/^H marcato), 

Tutte le reazioni, ivi incluse le reazioni dei bianchi contenenti 
solo il terreno, sono state condotte in triplicato e lasciate procedere 
per un tempo di incubazione tale da ottenere < 25 % di conversione del 
substrato (determinate empiricamente). 

Le reazioni sono state terminate aggiungendo 50 fjl di palline di 
silicate di Yttrium silicate SPA (Amersham). 

Le attivita enzimatiche sono state calcolate per la quantita di 
prodotto radiomarcato rivelato secondo le istruzioni del protocol lo del 
produttore. Come controlli negativi e stata usata h-PRUNE pre- 
incubata con anticorpi poiidonali A59, contro la regions del motive III 
(Apotech Corporation, CH) e il mutante h-PRUNE A. 

In particolare, per Tattivita PDE di h-PRUNE e dei mutanti h- 
PRUNE sono stati incubati 200 ng di enzimi purificati sono stati 
incubati per 10 minuti a 30*'C. 

I grafici Lineweaver-Burk con i valori di e di V^ax sono stati 
determinati misurando ridrolisi in un intervallo di concentrazioni di 
substrato (0,05-10.0 pM) ed una quantita fissa di enzima diluito dope 
un tempo di corsa di 5-40 minuti. Le velocita iniziali sono state 
calcolate rispetto ogni concentrazione di substrato e tracciate in grafico 
rispetto alia concentrazione di substrato, dalla quale sono stati 



-20- 



determinati i parametri cinetici. 

Per studiare Tinfluenza dei different! tamponi e deirattivita di 
nm23 suirattivita PDE di h-PRUNE e per effettuare studi di inibizione e 
stato modificato il saggio PDE come riportato nella sezione materiali e 
metodi deiresempio 2. 

Saqqi di motilita cellulare in vitro 

I cloni MDA stabili iperesprimenti h-PRUNE, h-PRUNEA, h- 
PRUNE4DA e PDE5A umani sono stati prodotti ed analizzati come 
descritto nella sezione materiali e metodi dell'esempio 2. 

La linea cellulare di controllo di cancro alia mammella MDA- 
C100 e stata impiegata nel saggio di motilita cellulare come descritto 
precedentemente (Leone et al., 1993) insieme alia linea cellulare 
iperesprimente nm23-H1 (MDA-H 1-1 77), che mostra una inibizione dei 
process! di metastasi in vivo. 

La motilita cellulare e stata determinata utilizzando la tecnologia 
trans-well a 6 pozzetti (Corning-Costar) utilizzando le concentrazioni 
finali pari a 0,25 %, 0,5 % PCS, 2,5 e 5 ng/ml di fibronectina (Sigma) 
come chemioattrattori (per ulteriori dettagli si rimanda alia sezione 
materiali e metodi dell'esempio 2). 

Analisi statistica 

Tutti i saggi, ivi inclusi quelli deirattivita PDE e della motilita 
cellulare, sono stati validati utilizzando il metodo T-test disponibile 
airindirizzo http://www.graphpad .com/quickcalcs/index.cfm. 

Per le analisi FISH e IHC e la collezione di casi clinici di tumori e 
selezione TNM sono riportate nella sezione materiali e metodi dell' 
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esempio 2. 

RISULTATI 

Analisi strutturale e funzionale di h-PRUNE 
Una ricerca su un data base di proteina interattiva (PSI-BLAST) 
condotta sulla proteina h-PRUNE, ha consentito di raccogliere in modo 
statisticamente significative, gli ortologhi eucariotici di PRUNE, seguiti 
da pirofosfatasi inorganici da diverse varieta di batteri e proteine della 
famiglia DHH da vari organismi, ivi inciuse le nucleasi di RecJ (figura 1 
pannello C). 

L'analisi del cluster delle proteine DHH individuate usando il 
programma BLASTCLUST e Tanalisi filogenetica, applicando il metodo 
della massima probabilita, mostrano che le proteine PRUNE (umane e 
di Drosophila) appartengono alia seconda famiglia di DHH, insieme alle 
pirofosfatasi inorganiche (figura 1 , pannello A). 

Mentre le due famiglie di proteine DHH sono accomunate da un 
dominio N-terminale che contiene i quattro elementi conservati tipici 
della superfamiglia DHH, detti elementi sono distinti da ciascun altro 
dai loro domini C-terminali. II dominio N-terminale in comune ha una 
struttura o/p con foglietti p paralleli e contiene gli elementi 
assolutamente conservati nella forma DXD (modulo 1), D (modulo II), 
DHH (modulo III) e D/E (modulo IV) (figura 1, pannelli A e B). 

Questi residui sono tutti sulla stessa faccia di questo dominio e 
insieme formano 11 sito catalitico che chela almeno due cationi bivalenti. 
Le proteine di PRUNE contengono la forma DHR come sostituzione 
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della DHH canonica (modulo -III) la cui presenza e stata osservata in 
tutti gli altri membri di questa famiglia (figura 1, pannello A). 

In entrambe le famiglie DHH. il dominio C-terminale contiene un 
core con struttura a foglietto a cinque filamenti, quattro dei quali 
formano due strutture a forcina f3 a doppio filamento. Tuttavia, le 
differenze nei domini C-terminali tra le due famiglie delle proteine DHH 
possono contribuire in modo predominante neirattribuire la specificita 
del substrate rispettive. Inoltre, il dominio C-terminale del modulo DHH 
di PRUNE di mammifero contiene una zona non-globulare entro la 
quale ci sono delle serine conservate che possono avere il ruolo di 
regolazione delta fosforilazione. 

L'analisi strutturale di h-PRUNE ha mostrato similarita con RecJ 
(Yamagata et al., 2002) e le pirofosfatasi (Ahn et al., 2001), cio 
suggerisce una potenziale attivita simile rispetto a quelle proteine. 

Tuttavia, le loro forti interazioni sinergiche con le NDPK awd/K- 
pn-simili hanno suggerito che le proteine PRUNE possano avere 
substrati alternativi, come i nucleotidi. 

Studi evoluzionistici sulla famiglia DHH hanno dimostrato che le 
fosfoesterasi sono derivate da un numero di ripiegamenti della proteina 
che contiene diverse domini fosfoesterasici e idrolasici. Questi 
includono: il ripiegamento HD, dal quale il segnale classico delle PDE 
viene riconosciuto (PDE1-11) (Aravind et al., 1998); il ripiegamento 
metallo-p-lattamasi (Galperin et al., 1999, Aravind et al., 1999), dal 
quale i PDE PdsA-simili sono derivati e il ripiegamento fosfoesterasi 
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calcineurina-simile (Aravind et al., 1998), dal quale i PDE Icc-simili 
sono derivati. 

II dominio catalitico DHH ha un ripiegamento molto diverse da 
queste altre famiglie e contiene diversi residui analoghi chelanti i 
metalli (acido aspartico e istidine) che potrebbero potenzialmente 
definire una intera nuova classe di PDE. Alio scope di testare questa 
ipotesi, h-PRUNE e stata espressa, purificata e saggiata per la sua 
potenziale attivita di PDE. 

Identificazione e caratterizzazione della attivita PDE di h-PRUNE 

Per determinare Tabilita di h-PRUNE a idrolizzare i legami 
fosfodiesterici nei nucleotidi ciclici (cAMP e cGMP), h-PRUNE e stata 
clonata ed espressa usando il sistema di espressione Baculovirus, H- 
PRUNE con una coda di His ed h-PRUNE A, una mutazione creata 
nella regione del modulo III (DHRP126-129AAAA) sono state purificate 
mediante cromatografia di affinita. 

E stata usato un saggio PDE per caratterizzare I'attivita catalitica 
di h-PRUNE purificata e per determinare il substrate specifico. 

Come mostrato nella figura 2, pannello A, h-PRUNE possiede 
attivita PDE significative che e piu alta per it substrate c-AMP rispetto 
al c-GMP, mentre h-PRUNEA mostra un 40% di riduzione di questa 
attivita. Come controllo positive e stata usata PDE2; i contrelli negativi 
sono stati sia h-PRUNE pre-incubata con anticerpo policlonale 
specifico A 59 e sia h-PRUNEA. 

Per confermare Tattivita di PDE trovata, h-PRUNE e h-PRUNE A 
sono state iperespresse in mode transiente in cellule HEK-293 umane 
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e successivamente sottoposte ad immunoprecipitazione e ad un saggio 
PDE sulle proteine immunoprecipitate. 

Questi risultati indicano che la proteina h-PRUNE, purificata sia 
da insetti sia da cellule umane, mostra attivita PDE. 

Per identificare gli amminoacidi potenzialmente coinvoiti 
airinterno del sito catalltico, e stata condotta una analisi di mutazioni 
singole e multiple sito specifiche che influenzano I'attivita PDE di h- 
PRUNE. Tutti i residui di acido aspartico degli elementi caratteristici 
DHH (figura 1. pannello B) sono stati mutati da soli o in combinazione 
(figura 2, pannello B). I mutanti sono stati espressi usando il sistema di 
espressione Baculovirus e purificati per omogeneita (con una resa di 
80% di purificazione). 

Sono state testate le proteine per la loro attivita cAMP-PDE ed e 
stato osservato una diminuzione deir80% dell'attivita mutante di h- 
PRUNE 4DA (D28A, D106A, A, D179A). Riassumendo, e stato trovato 
che gli amminoacidi D28, D126, H127, R128, P129 e D179 sono 
essenziali per I'attivita PDE di h-PRUNE, indicando in questo modo che 
molto probabilmente fanno parte del sito catalitico. Invece, la 
mutazlone D106A nel modulo II non influenza I'attivita PDE di h- 
PRUNE. 

Per definire i valori di Kn, la proteina h-PRUNE con la coda di His 
e stata purificata per omogeneita mediante un altro step di 
purificazione usando una cromotagrafia a scambio ionico (colonna 
Mono-Q) con un'alta resa di purificazione (90%). I valori di e V^ax 
sono stati determinati misurando I'idrolisi dei nucleotidi con una 
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quantita fissa di enzima purificato in un intervallo di concentrazioni del 
substrate (0,05-10,0 jiM) e considerando i dati nella parte lineare della 
reazione. Sia il cAMP sia il cGMP sono substrati per h-PRUNE, e 
mostrano valori di di 0,9±0,03 |liM e 2,3±0,11 ^iM. rispettivamente 
(figura 2, pannelli C e D). 

Le velocita massime di conversione del substrate (Vmax) sono 
state trovate essere pari a 12,8±0,5 pmolxmin^ x lag"" e 16,1 ±0,8 
pmolxmin'^ x pig"^ enzima purificato per cAMP e cGMP, rispettivamente. 

Quindi, sono state presentate evidenze di una attivita 
fosfodiesterasica nucleotide ciclica a carico di una proteina della 
superfamiglia DHH, Per studiare I'lnfiuenza del tampone sull'attivita 
PDE di h-PRUNE, i tamponi Tris-HCI e HEPES sono stati testati in 
presenza dello stesso sale ed e stata osservata una attivita piu alta 
PDE in presenza del tampone Tris-HCI (figura 2, pannello E). 

Considerando la dipendenza dalla presenza degli ioni delle 
proteine DHH, e stata valutata la dipendenza di h-PRUNE dalla 
presenza di ioni Mg^^ e Mn^^ nel saggio PDE cAMP. Sebbene sia stata 
trovata una piu alta attivita di h-PRUNE nel tampone Tris-HCI, i saggi 
PDE sono stati condotti in presenza del tampone HEPES per evitare le 
reazioni di ossido-riduzione e usando concentrazioni crescenti dei due 
differenti ioni bivalenti. 

Sebbene un po' di attivita PDE sia stata misurata nel tampone 
privi di ioni, la presenza di Mg^"^ stimolava I'attivita PDE di h-PRUNE 
(figura 2, pannello E); in contrasto, la presenza di MnCh inibiva questa 
attivita, Inoltre, il mutante h-PRUNEA non e attivato dagii ioni Mg2+ 
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come la proteina wild-type (figura 2, pannello F), indicando che il 
modulo III, modificato nel mutante h-PRUNEA, e necessario per 
Tattivita fosfodiesterasica. In conclusione, e stato mostrato che Tattivita 
cAMP-PDE di h-PRUNE viene influenzata positivamente dalla 
concentrazione di ioni Mg^'*'. 

Cloni MDA stabili di h-PRUNE e correlazione con la motilita 

Per studiare la funzione di h-PRUNE nel regolare le attivita di 
anti-motilita di nm23-H1 e di soppressore di metastasi sono stati 
impiegati modeili cellulari di cancro alia mammella MDA-C100 e H1- 
177 (Hartsough et al., 2000, Mao et al., 2001 , Tseng et al., 2001 ). 

Sono stati prodotti diversi cloni stabili che iperesprimono il cDNA 
di h-PRUNE (clone# 3 e #4), il cDNA h-PRUNEA (clone #10 e #11), il 
cDNA h-PRUNE4DA (clone #19 e #20) e io cDNA PDE5A (clone #14 e 
#16) in cellule MDA-C100. II cDNA di h-PRUNE in MDA-H1-177 
iperesprimente nm23-H1 (clone#7 e #8), in MDA sopra esprimente 
nm23H1-P96S (clone #4 e #5) e in MDA sopra esprimente nm23H1- 
S1 20G (clone #2 e #3) e stato stabilizzato. 

Alcuni di questi cloni sono stati caratterizzati per determinare il 
livello di espressione di mRNA di h-PRUNE usando analisi di PGR 
Real Time mediante tecnologia TaqMan (figura 3, pannello A). Sono 
stati selezionati quattro cloni per i loro livelli di espressione di mRNA 
mediante analisi quantitative ed estrapolazione di un numero di copie, 
da comparare al gene di referimento target (GAPDH) (figura 3, 
pannello B). 
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Inoltre, le analisi Western Blot sono state condotte per 
identificare i livelli di espressione delle proteine h-PRUNE, nm23 e 
PDE5A (figura 3. pannello C). 

I cloni stabili prodotti sono poi stati saggiati per la motilita 
cellulare usando camere per la coltura cellulare Trans well (Frelje et 
a!., 1997, Hartsough et a!., 2001, Frelje et a!., 1997). Sono stati saggiati 
6 cloni indipendenti (MDA-C-100; MDA-PRUNE clone #3 e #4; MDA- 
H1-177-PRUNE clone #7 e #8; MDA-H1-177). I cloni MDA di h-PRUNE 
mostrano un aumento di due volte deila motilita quando comparata alia 
linea cellulare di controllo MDA-C100 (figura 3, pannello D). 

I valori osservati per il clone di PRUNE MDA-H1-177 sono 
aumentati di 2,2 volte rispetto alia linea cellulare MDA-H 1-1 77, 
iperesprimente nm23H1 sola (figura 3, pannello D). II valore osservato 
per il clone MDA-H1-177 e ridotto almeno del 40% rispetto alia linea 
cellulare MDA-C100, come descritto precedentemente (Hartsough et 
al., 2001), confermando quindi il ruolo di nm23-H1 nella inibizione della 
motilita cellulare. 

Alio scopo di studiare il contribute della attivita PDE di h-PRUNE 
alia motilita cellulare e stato condotto un saggio di motilita su MDA- 
C100, MDA-H1-177, MDA-PRUNE (clone #3 e #4), MDA-PRUNEA 
(clone #10 e #11) e MDA-PRUNE4DA (clone #19 e #20). Sono stati 
sceiti questi mutanti a causa della loro differente abilita nell'influenzare 
I'attivita PDE di h-PRUNE. 

E stata osservata una diminuzione del 40% della motilita 
cellulare nei cloni MDA-PRUNEA e quasi una completa diminuzione 



-28- 



(90%) in MDA-PRUNE4DA entrambi comparati rispetto ai cloni stabili di 
MDA-PRUNE per verificare se I'attivita PDE di h-PRUNE contribuisce 
da sola alia motilita celluiare nelle linee cellulari di cancro alia 
mammella, sono stati testati I cloni che sopra esprimono una PDE 
(PDE5A) ben caratterizzata in MDA-C100 (MDA-PDE5A clone #14 e # 
16). Nessun aumento deila motilita celluiare e stato osservato in 
entrambi i cloni iperesprimenti PDE5A (figura 3, pannello E) indicando 
quindi che solo I'attivita PDE di h-PRUNE e capace di indurre la 
motilita celluiare in questo modello celluiare convenzionale. 

Inoltre, e stato riportato (Freije et al., 1997, Hartsough et al., 
2001, Freije et al., 1997) che le proteine nm23H1-S120G (un mutante 
che non interagisce con h-PRUNE) (Reymond et al., 1999) e nm23H1- 
P96S, un mutante che mantiene la sua abilita a legare h-PRUNE, sono 
capaci di indurre motilita celluiare. 

E' stato verificato il ruolo di h-PRUNE nei mutanti iperesprimenti 
I'attivita di motilita celluiare con o senza h-PRUNE e questo e stato 
correlate alia motilita celluiare. I cloni di PRUNE MDA-nm23H1-S120G 
mostrano quasi il 60% di aumento nella motilita come paragonato alia 
line celulare di controllo MDA-C100, mentre i cloni di PRUNE MDA- 
nm23H1-P96S mostrano un aumento del 200% nella motilita quando 
comparata alia cellule MDA-C100 (figura 3. pannello F). 

In conclusione, i risultati indicano che Tiperespressione di h- 
PRUNE nelle cellule MDA-C100 aumentano la loro motilita celluiare. H- 
PRUNE e capace di far regredire Teffetto anti-motilita di nm23-H1, 
promuovendo in questo modo la motilita celluiare. Questo effetto non e 
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osservato quando h-PRUNE e iperespresso in presenza del mutante 
nm23H1-S120G che non interagisce con h-PRUNE, postulando quindi 
il ruolo del complesso nm23-H1 -h-PRUNE sull'aumento della motilita 
cellulare. 

Attivita PDE di h-PRUNE in vitro e in vivo 

Conslderando che h-PRUNE ed nm23-H1 interagiscono 
fisicamente (Mac Donald et al.,1996), e stata verificata la possibile 
Influenza di nm23s sull'attivita di PDE di h-PRUNE e il significato 
biochimico dell'interazione nnn23-h-PRUNE. Cio e state raggiunto 
preincubando nm23-H1 con la proteina purificata h-PRUNE e 
misurando Tattivita di cAMP-PDE in vitro. 

L'attivita PDE di h-PRUNE ha mostrato fino a un aumento di 2 
volte rispetto al controllo in presenza di nm23-H1. Inoitre. per verificare 
che questo aumento di attivita fosse dovuto ad una interazione fisica, 
sono stati testati differenti mutanti nm23. II mutante che non interagisce 
nm23H1-S120G (figura 4, pannello A) non era in grado di aumentare 
rattivita PDE di h-PRUNE; in contrast©, il mutante interagente nm23H1- 
P96S aumentava I'attivita PDE di h-PRUNE quasi come il wild type 
nm23-H1, sebbene in modo minore. Questo e possibile a causa della 
piu bassa affinita di legame con h-PRUNE, precedentemente riportata 
(Reymond et al., 1999). 

Come ulteriore esperimento di controllo, e stata testata I'attivita 
PDE di h-PRUNE A in presenza della proteina nm23-H1 poiche queste 
due proteine non interagiscono mediante saggi di coimmuno 
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precipitazione. Non si e osservato alcun aumento nella attivita PDE di 
h-PRUNEA misurata (figura 4, pannello A). 

Questi risultati dimostrano una correlazione tra Tinterazione 
fisica diretta di h-PRUNE e nm23-H1 e I'aumento della attivita PDE di 
h-PRUNE. Inoltre, ciascun clone stabile usato nel saggio di motilita e 
stato analizzato per Tattivita specifica cAMP-PDE di h-PRUNE sulla 
proteina immuno-precipitata (figura 4, pannello B). 

Mediante queste analisi, i cloni MDA di PRUNE hanno un 
aumento di attivita cAMP-PDE di 8 volte rispetto al clone MDA-C100. 
Invece, i cloni MDA-PRUNEA hanno una diminuzione dell'attivita 
cAMP-PDE di 0,5 volte rispetto ai cloni di PRUNE MDA e cio e 
correlate alle loro proprieta di motilita cellulare (figura 4, pannello B). 

Inoltre. e stato trovato che Tattivita PDE di h-PRUNE in cloni 
MDA di h-PRUNE comparata all'attivita dei cloni stabili doppi MDA-H1- 
177-PRUNE e aumentata di 1,4 volte (figura 4, pannello B). 

Questi risultati mostrano una diretta correlazione di attivita PDE 
di h-PRUNE alia motilita cellulare. Inoltre, i cloni MDA-nm23H1-S120G- 
PRUNE hanno una diminuizione di 3 volte dell'attivita PDE di h-PRUNE 
rispetto ai cloni di MDA-nm23H1-P96S-PRUNE, indicando una 
correlazione diretta tra I'attivita cAMP-PDE di h-PRUNE, la motilita 
cellulare e le interazioni proteina-proteina. In conclusione, e stata 
notata una diretta correlazione tra la funzione PDE di h-PRUNE e le 
interazioni proteina-proteina, che risulta in una influenza significativa 
sulla motilita cellulare. 
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Studi sull'inibitore PDE di h-PRUNE e influenza sulla motilita 
cellulare 

Per identificare il ruolo fisiologico dell'attivita cAMP PDE di h- 
PRUNE nella cellula e stata testata una serie di inibitorl PDE selettivi 
ed e stato verificato se essi influenzano Tattivita della proteina h- 
PRUNE. 

La capaclta di h-PRUNE di idrollzzare c-AMP ^ stata inibita 
selettivamente mediante dipiridamolo (gia noto per agire contro PDE5, 
PDE6, PDE9, PDE10 e PDE11). La IC50 misurata per I'inibizione del 
dipiridamolo di attivita PDE di h-PRUNE era 0,78±0,05 laM e questo 
valore e inferiore (piu alta specificita) agli altri valori di Inibizione delle 
altre PDE seiettive (PDE5, PDE9, PDE10). Tranne nel caso delle PDE6 
e PDE1 1 Che hanno un valore iCso piu basso comparato al valore IC50 
di h-PRUNE (figura 5, pannelio A). 

H-PRUNE e risultata anche moderatamente sensibile a IBMX (3- 
isobutil. 1-metilxantina) (IC50; 40,2±0,8 ^M) un inibitore PDE specifico 
non-selettivo e alia vinpocetina (IC50; 22,3±1,1 jxM) un inibitore 
specifico della PDE1C. 

Diversi altri inibitorl usati in questo studio non influenzano 
I'attlvita di idrolisi di h-PRUNE del c-AMP, anche quando applicati a 
concentrazioni 100 volte piu alte rispetto a quelle definite come loro 
valori di IC50 contro le altre PDE. I risultati degli studi di inibizione sono 
riassunti nella figura 5, pannelio A. 
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I dati mostrati sopra sono stati ulteriormente verificati nella 
linea cellulare di cancro alia mammella MDA-MB-435, alio scopo di 
studiare Tinibizione fisiologica in vitro, 

E' stato scelto di usare cloni MDA iperesprimenti h-PRUNE e, 
come controlli aggiuntivi cloni MDA-PRUNEA, a causa di una parziale 
riduzione (40 %) dell'attivita PDE di h-PRUNE come discusso sopra 
(figura 2, pannelli A e B), per verificare fino a che punto il dipiridamolo 
e in grado di inibire le loro attivita per correlarle alia motilita cellulare. 

Entrambi i cloni MDA-PRUNE e PRUNEA sono stati incubati con 
dipiridamolo (S^iM, una concentrazione piu alta di 10 volte rispetto al 
suo ICso) per 24 ore per ottenere Tinattivazione enzimatica completa e 
successivamente e stato ripetuto il saggio di motilita come descritto 
sopra. 

Dopo il trattamento con il dipiridamolo, i cloni MDA-PRUNE e 
MDA-PRUNEA hanno mostrato una riduzione nella media del 40 % e 
del 20 % nella motilita, rispettivamente, mostrando che Tinibitore agisce 
contro rattivita PDE di h-PRUNE interferendo su una diminuzione 
sostanziale nella motilita cellulare (figura 5, pannello B). 

Studio di carcinoma alia mammella su pazienti affetti da 
metastasi 

Per verificare in vivo il ruolo oncogenico della h-PRUNE sono 
stati selezionati in modo random 59 casi nei quali sono state riportate 
metastasi (TxNxMI in accordo alia classificazione TNM che descrive 
restensione anatomica della malattia (Hejna et al., 1999)). 
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L'analisi e stata condotta su array di tessuto multiple (TMA) 
contenente espianti di tessuto di tumore primario che hanno mostrato 
metastasi a! tempo della diagnosi o durante il follow-up (almeno 5 anni 
di follow-up; data di diagnosi: 1992-97). 

Le analisi FISH, usando un PAC contenente h-PRUNE (279- 
H19) come sonda, hanno rivelato 22 casi di tumore su 59 (37%) con 
trisomia o numero di copie superiore, indicando Tamplificazione della 
regione genomica di h-PRUNE. E' stata osservata solo una disomia e 
nessuna amplificazione in un totale di 55 casi analizzati usando un 
PAC contenente nm23-H1 come sonda (figura 6, pannello A). 

Inoltre, sono state condotte analisi immuno-istochimiche su TMA 
usando due anticorpi (A59, K73) che riconoscono h-PRUNE e nm23- 
H1, rispettivamente. Sono stati riportati i hsultati di FISH e analisi 
immuno-istochimiche di tessuto normale o di tessuto di tumore non 
metastitico. 

Secondo la classificazione immuno-istopatologica, in tutti i 22 
casi (37%) dopo amplificazione citogenica della regione cromosomica 
di h-PRUNE si evidenziava anche un'alta espressione di proteina h- 
PRUNE in contrasto con il livello di espressione basso o moderate di 
nm23-H1, suggerendo in questo modo che circa un terzo della 
formazione di metastasi alia mammella puo essere dovuto a entrambe 
ramplificazione di h-PRUNE e all'iperespressione con concomitante 
diminuzione del livello della funzione di soppressore della metastasi di 
nm23-H1. 
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Inoltre, 7 casi (12%) non presentano ramplificazione di h- 
PRUNE possiedono un alto livello di proteina h-PRUNE mentre il livelio 
di nm23-H1 e basso (figure 6, pannello D). Questo suggerisce la 
presenza di un meccanismo alternativo di iperespressione di h-PRUNE 
indipendente dalla amplificazione del gene. 

Questi dati indicano un ruolo di promotore delle metastasi della 
proteina h-PRUNE nel carcinoma alia mammella. 

ESEMPIQ 2 : Profilo di espressione genica di cloni stabili MDA 
della mammella, 

MATERIAL! E METODI 

Preparazione mutanti 

I seguenti oligonucieotidi sono stall utiiizzati per generare i 
mutanti h-PRUNE: 

hPRUNEA (DHRP126-129AAAA): 5'-GTA GCA GAG GTG CTA GCC 

GCT GCA GCC A TC GAG CCG AAA CAC-3' 

D28A: 5'-GAA GCC TGT GCT TTG GAC TCC-3^ 

D1 06A: 5^-ACC CTC ATC CTT GTC GCT CAT CAT ATC TTA TCC-3'; 

D1 79a: 5'-GAA CCA TCA TCC TG G CAT GTG TCA ACA TGG-3'. 

I nucleotidi mutati sono segnati in corsivo ed il codone alterato e 

sottolineato. Tutte le mutazioni sono confermate mediante 

sequenziamento del DNA. 

Caratterizzazione deirattivita fosfodiesterasica PDE di h-PRUNE 
Per studiare influenza del tampone sull'attivita PDE di h- 

PRUNE e stato modificato il saggio PDE, utilizzando 50 mM Tris HCI, 

pH 7,4 o 50 mM tampone HEPES, pH 7,5 con concentrazioni crescenti 
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( 0, 1, 2, 4, 8, 16 e 32 mM) di MgCb- 

Per studiare I'influenza della presenza di ioni sono stati effettuati 
saggi PDE in 50 mM in tampone HEPES, pH 7,5 (per evitare le reazioni 
di ossido-riduzione) a concentrazioni crescenti (1 , 2, 4, 8, 16, 32 e 64 
mM) di sali di MgCb o MnCb. Come controilo negative, e stato 
impiegato h-PRUNEA nelle stesse condizioni impiegate per h-PRUNE. 
L'attivita di fi-PRUNE in assenza di ioni e stata testata dopo dialisi 
intensive della proteina contro 50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 ,7 mM EGTA 
o 50 mM tampone HEPES, pH 7,5, 1.7mM EGTA. 

L'influenza dell'attivita di nm23 (NDPK) sull'attivita PDE di h- 
PRUNE e stata studiata effettuando i saggi preincubando h-PRUNE 
con le diverse nm23 (resa di purificazione 70%, -H1, -h1-S120G o-H1- 
P96S). 

E' stata testata la possibile influenza di nm23-H1 su nm23-H1 
preincubando la proteina mutante purificata con nm23-H1 ed 
effettuando 11 saggio PDE. 

Per gli studi degli inibitori, sono stati testati otto potenziali 
candidati: cilostamide, dipiridamolo, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 
milrinone, rolipram, vinpocentina, sulindac e zaprinast (Sigma). 

E' stata impiegata una bassa concentrazione di c-AMP (0,01 pM) 
per approssimare la IC50 alia Ki . Tutti gli esperimenti di inibizione sono 
stati condotti in triplicate e ripetuti per tre volte. 

Analisi del cloni stabili 

I c-DNA di h-PRUNE, h-PRUNEA e h-PRUNE4DA sono 
subclonati all'interno del vettore pBABE digerito con EcoRI/Xhol 
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modificato con una coda di His all'N terminale. II c-DNA umano PDE5A 
e stato amplificato mediante PGR, aggiungendo estremita di restrizione 
EcoRI e Xhol , al fine di clonarlo nello stesso vettore modificato con 
una coda di His. 

I cloni MDA C-100, MDA-H1-177, MDA-nm23H1-S120G e MDA- 
nm23H1-P96S sono stati transfettati con il vettore di espressione 
pBABE-h-PRUNE. II clone MDA C-100 e stato transfettato con i vettori 
di espressione pBABE-h-PRUNEA, pBABE-h-PRUNE4DA e pBABE-h- 
PDE5A. 

Le transfezioni sono state condotte utilizzando la Lipofectamine 
(Invitrogen), secondo le istruzioni del produttore. I cloni transfettati 
sono stati selezionati su terreno Eagles modificato secondo Dulbecco 
(DMEM) contenente 10% di siero fetale bovino, 100 Unita/ml di 
peniciliina , 100 fjg/ml di streptomicina e 2 [iQ/m\ di puromicina (Sigma). 

Per allestire le linee bulk transfettate le piastre contenenti un 
centinaio di colonie resistenti alia puromicina sono state tripsinizzate e 
le linee cellulari sono state cosi allestite. 

Diversi cloni resistenti alia puromicina pBABE-h-PRUNE, 
pBABE-h-PRUNEA, pBABE-h-PRUNE4DA e pBABE-h-PDE5A sono 
stati isolati per ogni clone MDA, transfettati e caratterizzati sia 
mediante analisi PGR Real Time sia mediante Western Blot. 

Per ranalisi PGR Real Time i cloni cellulari singoli (linee cellulari 
MDA G-100. MDA-H1-177, MDA-nm23H1-S120G e MDA-nm23H1- 
P96S, diversi cloni stabili h-PRUNE e h-PRUNEA) sono stati piastrati 
ad una concentrazione di 7-9x10^ cellule in beute da 75cm^. 
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L'm-RNA e stato estratto e purificato con TRIZOL® (Invitrogen) e 
quindi testati con sistema di rivelazione quantitativa PGR Real Time 
TaqMan utilizzando uno strumento ABl PRISM 7000 (Applied 
Biosystems). Coppie di primer per i geni sono state sintetizzate 
(Applied Biosystems:NME1-P/N 4331182; GAPDH) e Assay on Design 
e stato impiegato per disegnare la sequenza della sonda 6FAM (6- 
carbossifluoresceina) sia per 11 gene h-PRUNE sia per 11 gene h- 
PRUNEA: 

6FAM-CTGCATGGAACCCATC; 

FOR: AGAGATCTTGGACAGGCAAACT; 

REV: CCATGTTGACACAGTCCAGGAT. 

Diversi cloni sono stati selezionati e testati per la loro 
espressione di livelli di m-RNA mediante analisi quantitativa ed 
estrapolazione numerica del numero di copie, rispetto ai geni-bersaglio 
di riferimento (GAPDH), 

Per I'analisi Western Blot, sono stati analizzati 15 pg di lisato 
proteico in tampone in SDS-PAGE su gel di poliacrilamide al 10% 
(peso/volume) o al 12,5% (peso/volume) e sono elettroblottati su una 
membrana PVDF (Immobilon-P. Millipore). I lisati sono stati 
immunorivelati con anticorpo h-PRUNE policlonale specifico (A59, 
contro la regione del motive III) per h-PRUNE e con Tanticorpo nm23- 
H1 (clone NM301, specifico per Tisoforma HI; Santa Cruz) per nm23- 
H1 e con I'anticorpo Penta-His contro His-tag (QIAGEN) per PDE5A. 

Dopo rincubazione con IgG antimurine marcate con horseradish 
perossidasi, e stata effettuata la visualizzazione con intensa 
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chemioluminescenza (Amersham). Sono state selezionate undid linee 
cellulari, MDA-PRUNE (clone #3 e #4). MDA-H1-177-PRUNE (clone #7 
e #8), MDA-nm23H1-S120G-PRUNE (clone #2 e #3). MDA-nm23H1- 
P96S-PRUNE (clone #4 e #5) e MDA-PRUNEA (clone #11). MDA 
PRUNE4DA (clone #19), MDA-PDE5A (clone #14). e le proteine sono 
normal izzate in Western Blot. 

Saggio di motilita cellulare in vitro 

E' stata usata la tecnologia trans-well (6 pozzetti- Corning- 
Costar). Nei pozzetti inferiori, sono stati incubati 2,5 ml di DMEM 
contenenti 0,1% BSA, 100 Unita/ml di penicillina, 100 pg/ml di 
streptomicina, 5 mM tampone HEPES (terreno di motilita) ed il 
chemioattrattore diluito; nei pozzetti superiori sono stati incubati per 3 
ore a SZ^'C con 5% CO2. Dopo la metodologia di attrazione. le cellule 
sono state fissate e colorate con soluzione Gill n*"! di ematossilina 
seguendo 11 protocollo del produttore (Corning-Costar); le cellule sono 
state contate al microscopio. 

Analisi FISH 

PAC 279-H19 (PRUNE-cromosoma 1q21.3) e PAC nm23-H1 
(nm23H1-cromosoma 17q21) marcati con nick-translation con d-UTP- 
Cy3 (rosso) ed il controllo pUC177 marcato con nick-translation con d- 
UTP-FluorX (verde) su sezioni di tessuto sottili 4mm fissate con la 
formalina ed imbevute in paraffina (pUC177 e stato fornito dal Dr. 
Rocchi). 

I nuclei sono stati trattati con un colorante di contrasto 4'-6- 
diamidino-2-fenil-indolo (DAP I). Due distinti esperimenti sono stati 
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condotti in ogni caso. Le immagini digitali sono state captate 
utilizzando un microscopio computerizzato Olympus ad epifluorescenza 
dotato di software Cytovision e schermo COHU. I segnali di ibridazione 
nei nuclei intatti, preservati e non sovrapposti, sono stati valutati da 
due diversi ricercatori indipendenti. 
Analisi IHC 

I tumori MDA sono stati immunorivelati con uno specifico 
anticorpo policlonale A59 h-PRUNE e con I'anticorpo nm23-H1 (clone 
K73, specifico per le isoforme H1 e H2; Apotech Corporation, CH). 

L'intensita della colorazione immunoistichimica e stata impiegata 
per classificare i campioni tumorali come positivi se presente almeno il 
20% di cellule analizzate al microscopio (forte +++, moderate ++, 
leggera colorazione diffusa + o negative 0 (assente o leggera 
colorazione focale)) per Tespressione delle proteine h-PRUNE e nm23- 
H1. 

Collezione di casi tumorali e selezione TNM 

I casi di tumore sono stati raccoiti dalla AUSL1 di Sassari 
includendo i pazienti con un decorso minimo di 5 anni. II sistema di 
classificazione TNM si applica a tale studio e come descritto da Sobin 
(Hejna et al., 1999) e state usato per descrivere Testensione anatomica 
della patologia e si basa sulla valutazione di tre componenti: T 
corrisponde airestensione del tumore primario (da TO a T4), N 
corrisponde airassenza o presenza e airestensione delle metastasi a 
livello dei linfonodi locali (da NO a N4) ed M indica I'assenza o la 
presenza di metastasi a distanza (MO o M1). La collezione di 59 casi di 
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tumori alia mammella e stata caratterizzata come TxNxMI positiva. 
Espressione aenica in cloni cellulari della mammella 
La preparazione delle sonde e stata effettuata secondo la 

seguente procedura. 

L'RNA e stato estratto dai cloni MDA-H1-177-PRUNE (clone #8) 
e MDA-H1-177 mediante metodo TRIZOL®. I templati di RNA totale 
variabile tra i 15 e 20 |jg sono stati marcati utilizzando il Kit Amersham 
CyScribe First Strand c-DNA Labelling con le seguenti modifiche. 

II tempo per la trascrizione inversa e stato aumentato a tre ore. 

- .* 

La sonda e stata digerita con Rnasi-H per 30 minuti a 37^*0. 

Al fine di eliminare TRNA residue, le reazioni sono state incubate 
con 0,25 M NaOH per 20 minuti e quindi neutralizzate con 2,8 M di 
MOPS. La quantita di colorante Cy incorporata e stata calcolata sia per 
Cy5 sia per Cy3. Quantita uguali dei bersagli marcati Cy5 e Cy 3 sono 
state unite ed ibridizzate sui vetrini, 

Le sonde con meno di 50 pmoii di colorante Cy incorporate non 
sono state usate per Tibridazione. 

Sui vetrini e stato applicato un protocollo standard per 
I'ibridazione e sono stati condotti due esperimenti indipendenti. 

Analisi e scansione immaaini 

La scansione e le analisi delle immagini sono state condotte, 
rispettivamente, mediante Medway Far 2000-1 e mediante Array Pro 
software dalla Media Cybernetics. La sensibilita della scansione e stata 
mantenuta tra 900 e 1000 per compensare sia Teffetto saturazione sia 
la bassa intensita. Le immagini di 16 bit sono state trattate. 
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Estrazione dati 

Al fine di confermare il significato statistico delle differenze 
osservate neirespressione genica tra le due condizioni sperimentali 
ciascun esperimento e stato condotto in triplicato. 

Per descrivere il significato e la variabilita dei dati e stato 
effettuato un T-test sui vari esperimenti ripetuti. E' stato impiegato uno 
strumento Cyber-T disponibile alia pagina web http://\A^\AAA^.igb.uci. 
edu/servers/cybert per applicare ii test. E' stato usato un valore limite 
pari a p=0,05. Come risultato di queste analisi ci si aspetta circa il 5% 
di falsi positivi nelle diverse serie di dati. Sono stati impiegati solo le 
serie di dati che hanno superato il test (selezione dei dati dopo test T). 

RISULTATI 

Al fine di verificare il profile di espressione genica dei cloni 
stabili iperesprimenti nm23-H1 solo e/o in combinazione con h-PRUNE, 
sono stati condotti studi sugli array genici utilizzando un array gia 
pronto contenente una serie di 19.000 geni. Questo array contiene i 
dati relativi alia serie di c-DNA umani Unigene posti sui vetrini (Ontario, 
Canada, Array facility, http://\A/ww.microarrays.ca/). 

E' stato impiegato TRNA proveniente da un clone MDA-H1-177 e 
MDA-H1-177-PRUNE (clone #8) per effettuare Tibridazione. Due serie 
di esperimenti indipendenti sono stati condotti su ogni clone tumorale 
della mammella ed i valori T-test (p=0,05) sono stati estrapolati 
(http://www.tigem.it/zollo/cancercell/supplemental/array.html). 

E' stato rivelato che i livelli di espressione di numerosi geni 
coinvoiti nei process! di metastasi sono regolati in modo differenziale a 
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livello del clone MDA-H1-177 PRUNE (clone #8) rispetto al clone MDA 
H1-177, come mostrato nella tabella 1. La tabella 1 riassume gli 
esperimenti array condotti su cloni cellulari di mammella stabili; sono 
riportati nelle colonne da sinistra a destra: I'ldentificazione dei geni con 
il numero ID, numero di riferimento Unigene e la posizione sui 
cromosomi umani; il rapporto tra i dati degli array dei cloni MDA-H1- 
177 / MDA-H1-177-PRUNE clone #8 dopo due esperimenti 
indipendenti condotti in duplicate; valore del T-test , inclusa la 
deviazione standard ed il valore p; riferimenti bibliografici dei geni; 
process! di metastasi corrispondenti. 
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Sono stati selezionati alcuni geni, coinvoiti nei processi di 
metastasi e di oncogenesi e significativamente alterati neiranalisi di 
espressione genica, confermando il loro livello di espressione mediante 
un metodo alternativo. 

Gil esperimenti PGR Real Time sono stati condotti su 1 1 geni (le 
coppie di primer per i geni sono state selezionate dalle sequenze ID 
Genebank). Si e rivelato che sette di questi geni selezionati sono 
regolati in modo positivo e quattro sono regolati in senso negativo nel 
clone MDA-H1-177-PRUNE (clone #8). Tale espressione genica 
differenziata a livello dei cloni stabili iperesprimenti h-PRUNE, la cui 
espressione e stata confermata sia mediante chip-array sia mediante 
PGR Real Time, e riportata nella tabella 2. 

E' stato trovato nei modelli cellulari sopra descritti che la 
regolazjone positiva dei geni noti per essere coinvoiti nella 
riorganizzazione del citoscheletro (fosfatidilinositolo 4 chinasi tipo II), 
rattivazione di proteasi (subunita 26S proteasoma, proteina di legame 
Nedd4), oncogenesi (L-plastina, RAB1B, proteina associata BRAGA1 
(BRAP2), fosforilazione di proteine e trasporto nucleare (proteina di 
interazione 1-CKIP1 della Gasein chinasi II). 

Invece una regolazione negativa e stata riscontrata per quattro 
geni coinvoiti nei contatti con la matrice extracellulare o nell'adesione 
cellulare (Plakofilin, LIM), riorganizzazione del citoscheletro (Plakin) e 
neirattivita oncosoppressoria (EXT1) e tali evidenze sono riportate 
nella tabella 2. Questa tabella riporta la differente espressione genica 
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in cloni MDA stabili iperesprimenti h-PRUNE; sono riportati nelle 
colonne da sinistra a destra: Uidentificazione Genebank ID; il nome del 
gene; il rapporto tra i valori di espressione degli array clone #8 / clone 
#1 77 dopo due esperimenti indipendenti condotti in duplicato; il valore 
P per I'espressione deirarray; il rapporto tra i valori di espressione 
degli array clone #8 / clone #177 valutato mediante Real Time PGR; il 
valore P per la Real Time PGR; il processo biologico cellulare 
correlate. 
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Riassumendo, i geni coinvoiti nei processi legati aironcogenesi hanno 
rivelato una significativa alterazione nei loro livelli di espressione, 
indicando cosi un contribute determinante di h-PRUNE airelevato 
potenziale oncogenico di questa linea cellulare di cancro alia 
mammella. 

CONCLUSION! 

Le analisi strutturaii basate sulle due proteine appartenenti alia 
superfamiglia DHH, ossia RecJ nucleasi e pirofosfatasi inorganica, 
suggeriscono che h-PRUNE probabiimente possiede una attivita 
fosfoesterasica ione metallico-dipendente. A causa della analisi 
strutturale della famigiia DHH e studi evoluzionistici sul folding delle 
fosfodiesterasi, e stato dimostrato che h-PRUNE di mammifero 
possiede una attivita fosfoesterasica nucleotide ciclica. 

Poiche h-PRUNE interagisce con I'isoforma nm23-H1 che ha 
attivita NDPK, che e nota per funzionare sui nucleotidi, si e focalizzata 
I'attenzione sulla caratterizzazione dell'attivita fosfodiesterasica a 
carico dei nucleotidi ciclici e il suo ruolo nella trasduzione del seghale. 
II mutante h-PRUNEA che contlene sostituzioni nucleotidiche a livello 
del modulo III conservato della famigiia DHH mostra una riduzione 
dell'attivita PDE (figura 2, pannelli A, B, F). 

Analisi di mutazioni singole o multiple in diversi siti indicano che 
solo mutazioni a carico dell'istidina (127), dell'arginina (128), e della 
prolina (129) del modulo III e dell'acido aspartico D28, D126, D179 
present! rispettivamente nei moduli I, III e IV si sono mostrate influenti 
in modo sostanziale sull'attivita PDE di h-PRUNE, indicando 
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probabilmente il loro coinvolgimento doretto nel sito catalitico PDE h- 
PRUNE. 

La regione conservata del modulo III e responsabile per il 
legame di ioni Mg^"*" come previsto mediante studio dei modelli proteici 
(figura 1, pannello B) ed inoltre un saggio funzionale in vitro e stato 
osservato che h-PRUNE e anche in grado di funzionare in assenza 
(figura 2, pannello E) o a basse concentrazioni di ioni metallici (figura 
2, pannello F). 

E' stato dimostrato che i livelli di h-PRUNE e della proteina 
nm23s sono sbilanciati nel sarcoma e nel carcinoma alia mammella, 
suggerendo che h-PRUNE puo regolare negativamente la funzione 
anti-metastatica di nm23-H1. Un aumento neirespressione di h-PRUNE 
e direttamente correlate airaggressivita di questi tumori e alia 
progressione della patologia (Forus et al., 2001). Poiche diverse 
relazioni hanno postulate che Tattivita anti-metastica di nm23-H1 e 
indipendente dalla attivita di NDPK (Steeg et al., 1993, Wagner 1997), 
abbiamo verificato I'influenza che h-PRUNE ha sulla motilita cellulare, 
che rappresenta una delle prime funzioni cellulari da acquisire dalle 
cellule tumorali per migrare dal sito primario del tumore stesso. 

Alio scope di confermare che Tattivita PDE di h-PRUNE e 
direttamente coinvolta in questi fenomeni, I'h-PRUNE, h-PRUNEA e h- 
PRUNE4DA sono state iperespresse in un modello di cancro alia 
mammella, ed e stato osservato che I'iperespressione della proteina 
wild type induce la motilita cellulare, mentre una diminuzione della sua 
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funzione PDE (h-PRUNEA, h-PRUNE4DA) corrisponde ad una 
diminuzione della motilita cellulare. 

Invece, e stato osservato per il mutante h-PRUNE4DA un 80 % 
di riduzione dell'attivita PDE e riperespressione nel clone MDA non 
causa un aumento significative della motilita cellulare, escludendo che 
altre potenziali attivita di h-PRUNE sono responsabili deiraumento di 
motilita. 

Sebbene nessun'altra PDE intracellulare caratterizzata sia stata 
associata alia migrazione cellulare e stato investigate se I'aumento 
della attivita PDE nei cloni stabili MDA possa contribuire alia motilita 
cellulare. Alio scope di verificare cio, PDE5A e stato iperespresso, 
nello stesso modello cellulare e testato per Tinfluenza sulla motilita 
cellulare. PDE5A, scelto per la sua sensibilita al dipiridamolo (IC50 0,9 
laM), non influenza la motilita delle cellule di mammella MDA, indicando 
che solo la funzione PDE h-PRUNE e responsabile deiraumento della 
motilita cellulare nelle cellule di tumore alia mammella. 

Inoltre, e stato osservato che la iperespressione di h-PRUNE in 
un contesto di elevata espressione di nm23-H1 mostra un fenotipo di 
motilita cellulare diminuita e una attivita PDE di h-PRUNE ridotta se 
comparata alle cellule iperesprimenti h-PRUNE da sola. Sebbene, 
I'attivita PDE di h-PRUNE e aumentata in vitro dope interazione con 
nm23-H1 (figura 4, pannello A), questo effette non e stato osservato in 
vivo. Questi fenomeni possono essere spiegati mediante la presenza di 
un'alta quantita di nm23-H1 in MDA-H1-177-PRUNE se comparato ai 
cloni MDA-PRUNE (figura 3, pannello B). 
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Questo puo influenzare negativamente la formazione del 
complesso PRUNE-nm23H1, che puo dipendere dalla presenza di 
differenti forme oligomeriche e/o modificate post-traduzionalmente di 
nm23-H1 (ad esempio: fosforilazione della serina) (Steeg et a!., 2003). 

Alio scopo di testare Tipotesi che la regolazione negative di h- 
PRUNE sulla funzione anti-metastatica di nm23 sia dovuta a un 
aumento dell'attivita PDE come risultato deirinterazione proteina- 
proteina, e stato investigato quale effetto hanno due mutanti nm23-H1 
suirattivita PDE di h-PRUNE. Questi mutanti proteici sono nm23H1- 
P96S, capace di interagire fisicamente con h-PRUNE. e nm23H1- 
S120G, che non interagisce con h-PRUNE (Reymond et al., 1999); 
entrambi i mutanti sono stati transfettati nelle cellule di cancro alia 
mammella (MDA-435) e sono capaci di sopprimere Teffetto di 
antimotilita endogeno della proteina wild-type nm23-H1 (Frije et al., 
1997, Mac Donaldet al., 1996). 

Inoltre, e stato dimostrato che le cellule di cancro alia 
mammella iperesprimenti h-PRUNE in un sistema di elevata 
espressione di nm23, quale nm23-H1-S120G, hanno una motilita 
cellulare piu bassa rispetto alle cellule che iperesprimono h-PRUNE in 
un sistema nm23-H1-P96S- 

In questo modo si dimostra ulteriormente che Tinterazione 
fisica tra queste due proteine puo essere responsabile per la 
promozione della motilita. Inoltre, il clone di h-PRUNE-nm23-H1-S120G 
ha quasi il 66% di attivita PDE inferiore se comparata al vaiore di 
attivita PDE osservato nel clone iperesprimente h-PRUNE e nm23-H1- 
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P96S (figura 4, pannello B), indicando in modo definitive una 
correlazione tra Tinterazione proteina-proteina, Tattivita cAMP-PDE di 
h-PRUNE e gli effetti di motilita cellulare. 

Alio scopo di capire se gli inibitori di PDE noti sono capaci di 
funzionare selettivamente contro I'attivita PDE di h-PRUNE e stata 
testata una serie di 8 inibitori di PDE ed e stato trovato che 11 
dipiridamolo e in grado di inibire Tattivita PDE di h-PRUNE con un 
valore di IC50 significativo. 

Inoltre, Tuso del dipiridamolo riduce in modo. significativo la 
motilita dei cloni di mammella di h-PRUNE stabili e in misura minore la 
motilita dei cloni iperesprimenti h-PRUNEA (figura 5, pannello B). E' di 
opinione comune, che gli anticoagulanti come il dipiridamolo e farmaci 
simili mostrano la loro funzione interferendo sulla attivazione del 
pathway della coagulazione del sangue mediante inibizione della 
adesione delle cellule alle pareti capillari. In vista dei risultati riportati, e 
ragionevole pensare che I'uso del dipiridamolo puo rappresentare un 
farmaco di prevenzione e trattamento delle metastasi del cancro alia 
mammella diffuse. 

Inoltre. sono stati confermati in vivo i dati osservati sulla 
attivazione in vitro della motilita cellulare, usando un numero 
significativo di campioni di tessuti di tumore alia mammella da pazienti 
TxNxML In 59 tumori da casi che presentano metastasi distali, h- 
PRUNE e stato trovato amplificato in un numero di copie ed 
iperespresso in 22 casi (37%), laddove nm23-H1 e stato trovato 
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espresso a livelli piu bassi in tutti i casi analizzati (figura 6, panneli B, 
C. D). 

Dati preliminari indicano un ruolo pronostico negative di h- 
PRUNE nel cancro alia mammella come dimostrato dalla diminuzione 
statisticamente significativa deH'indice di sopravvivenza totale tra i 
pazienti con iperespressione di h-PRUNE. I dati presentati indicano 
Che h-PRUNE regola in modo positive i geni coinvoiti nella metastasi e 
la sua attivita in vivo aumenta il rischio di com portamento tumorale piu 
aggressive, contribuendo negativamente Tesordio clinico sui pazienti 
con tumore alia mammella. I risultati presentati hanno important! 
conseguenze farmacologiche, come la possibilita di avere farmaci 
capaci di inibire selettivamente I'attivita PDE di h-PRUNE da utilizzare 
nel trattamento del carcinoma alia mammella, alio scopo di bloccare la 
funzione di malignita pro-metastatica di h-PRUNE. Inoltre, 11 geni 
coinvoiti nei processi di oncogenesi e metastasi la cui espressione e 
alterata nel MDA-H1-177-PRUNE (clone #8) di mammella se 
paragonata a quella del clone MDA-H1-177 sono stati analizzati 
mediante saggio di espressione e validati mediante PGR Real Time, I 
risultati presentati sono evidenze addizionali deiraggressivita e 
potenziale metastatico della linea cellulare di tumore alia mammella 
MDA correlate alTiperespressione di h-PRUNE (esempio 2). 

Nell'insieme questi risultati evidenziano il ruolo della h-PRUNE 
sulla promozione della motilita celulare e metastasi che influenza 
negativamente la funzione anti-metastatica di nm23-H1. II modello 
impiegato per lo studio del ruolo di h-PRUNE nella progressione del 
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cancro richiede in generale Tannplificazione nelle cellule tumorali. 

L'amplificazione porta ad un aumento deirattivita PDE di h- 
PRUNE nel compartimento citoplasmatico, influenzando negativamente 
il soppressore della funzione metastasica delle nnn23. L'attivazione 
deirattivita PDE di h-PRUNE e dovuta a una interazione fisica con la 
proteina nm23-H1; i risultati della formazione del complesso in un 
aumento sostanziale del livello di forme nm23-H1 libere, influenzando 
la proliferazione cellulare, la motilita cellulare ed i process! di metastasi 
(figura 7). 

ESEMPIO 3 : Studio del ruolo deiriperespressione di ti-PRUNE nella 
diagnosi del carcinoma alia mammalia invasive 

MATERIAL! E METODI 

Pazienti 

Nello studio sono stati inclusi pazienti con diagnosi di carcinoma 
alia mammella confermato dalTesame istologico. I casi sono stati 
raccoiti dagli archivi dell'ospedale universitario di Basel in Svizzera con 
I'approvazione del Comitate Etico locale. Tutti i casi sono istati 
successivamente analizzati da due medici patologi. Le lesioni maligne 
includevano 1.531 carcinomi invasivi dei dotti, 310 carcinomi invasivi 
dei lobi, 69 carcinomi mucinous, 65 carcinomi tubolari, 48 carcinomi 
midollare e 86 altri tipi di carcinomi invasivi. 

La fase della patologia, il diametro del tumore e lo state dei 
noduli sono stati ottenuti dai primi rapporti sulla patologia. I dati clinici 
sono stati resi disponibili dopo un follow-up di 10 anni per 1.887 casi 
(media, 58 mesi; intervallo, 2-120 mesi); i dati clinici dopo un follow-up 
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di 15 anni sono stati resi disponibili per 222 pazienti (media, 138 mesi; 
intervallo 121-176 mesi). 

Tissue Multiple Array (TIVIA^ 

La costruzione del TMA e stata descritta precedentemente 
(Simon et a!., 2001; Simon et al., 2002). 

Riassumendo, cilindri di tessuto con diametro di 0,6 mm sono 
stati prelevati dalle aree del tumore rappresentativo di un donatore di 
tessuto usando uno strumento robotico di precisione semiautomatico e 
posti in 6 differenti blocchi di paraffina ciascuno contenente tra 342 e 
522 campioni individual!. Quattro sezioni inm dei blocchi di TMA 
risultanti sono stati trasferiti su un sistema di sezioni rivestite 
(Instrumedics Inc., Hackensack, New Jersey). 

Immunoistochimica (IHC) 

Le sezioni di tessuto imbevute di paraffina e fissate con 
formalina sono state immunocolorate usando un anticorpo monoclonale 
specifico anti-h-PRUNE (clone 4G3/4, contro una proteina di fusione 
ricombinante dairamminoacido 1 alTamminoacido 351, Apotech 
Corporation, CH) e un anticorpo anti-nm23-H1 (clone K73, specifico 
per le isoforme-HI; Apotech Corporation, CH). 

Uanalisi immunoistochimica e stata condotta utilizzando 
Vectastain Elite ABC Kit (vector Laboatories Inc.) secondo le istruzioni 
del produttore e seguendo un protocollo noto (Forus et al., 2001; 
D'Angelo et al.. 2003). 

I protocolli IHC ottimizzati sono stati preparati colorando le 
sezioni di istopatologia di controllo rappresentative di tessuto di 
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mammella sano. Nei tessuti di mamnnella normale, la proteina nm23-H1 
e omogeneamente espressa dove Tespressione della proteina h- 
PRUNE e assente o di bassa intensita. 

La colorazione e stata valutata semi-quantitativamente usando 
54 campioni normali posizionati in mode random in duplicato tra i 
multiple arrays; le cellule epiteliali normali o i centri dei follicoli linfoidi, 
quando presenti nella sezione di tessuto, sono stati usati come controlli 
interni. 

L'intensita della colorazione immunoistochimica e stata usata 
per classificare i campioni di tumore come positivi (da colorazione forte 
+++ a colorazione moderata ++) o negativi (colorazione assente o 
debole +) sia per I'espressione di h-PRUNE sia per I'espressione di 
nm23. 

Analisi FISH 

Le sezioni di TMA imbevute di paraffina sono state trattate 
secondo protocolli noti (Simon et al., 2002; Muresu et al., 2002). 

II clone PAC 279-H19, che comprende la regione h-PRUNE 
localizzata sul cromosoma 1q21.3 ed il clone DNA/BAC specifico per il 
gene nm23-H1 localizzato sul cromosoma 17q21.3 sono stati marcati 
per nick-translation con dUTP-CY3 (rosso) e sono stati usati come 
sonde. II clone pUC177 corrispondente alia regione peri-centromerica 
sul cromosoma 1q12 e il clone pZ17-14 corrispondente alia regione 
centromerica del cromosoma 17, sono stati marcati per nick-translation 
con dCTP-FluorX (verde) e usati come controlli. 

I nuclei sono stati colorati con il contrasto con 4',6-diammino-2- 
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fenil-indolo (DAPl). Due distinti esperimenti sono stati condotti per 
ciascun caso. 

Le immagini digital! sono state raccolte usando un microscopio 
Olympus BX-61 ad epifluorescenza dotato di un filtro appropriate per 
reccitazione del DAPl, del Cy3 (arancione), o del FluorX (Vysis), e 
video COHU con un software Cytovision. I segnali di ibridazione su 
almeno 100 nuclei intatti, ben preservati e non sovrapposti sono stati 
analizzati da almeno due tecnici. 

Analisi statistiche 

Le seguenti variabili e categorie sono state incluse nello studio: 
dimensione del tumore primario patologico (pT), stato dei noduli (pN), 
stato dei recettori degli estrogeni e del progesterone (ER e PR, 
rispettivamente), eta al momento della diagnosi, tipo istologico del 
tumore, sopravvivenza totale (calcolata iniziando dal momento 
dell'intervento chirurgico). Alcune di queste variabili non sono state 
considerate per alcuni pazienti. In particolare, lo stato dei noduli e lo 
stato dei recettori non erano disponibili per un gran numero di casi 
poiche queste variabili non sono state richieste per Tinclusione dei 
pazienti nello studio. 

L'analisi dei dati di sopravvivenza e stata condotta mediante un 
pacchetto statistico Egret (versione 2.0.3). It modello di regressione 
Cox e stato condotto usando Tincidenza della mortalita naturale e della 
mortalita specifica tumorale come censura. 

II tempo di sopravvivenza totale e stato espresso in termini di 
mesi e le variabili indipendenti (h-PRUNE, nm23-H1, pT, pN) sono 
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state suddivise in tre gruppi di eta: 26-44 (N=187), 45-64 (N=969), e 
65-98 (N=963). 

Le stime di Kaplan Meier sono state fatte separando i casi N- 
positivi e N-negativi e suddividendo i dati di espressione di h-PRUNE. 

Usando il test Chi-Square di Person, I'immunocolorazione di h- 
PRUNE e nm23-H1 e stata condotta per associazione con i parametri 
patologici (tipo di tumore istologico, pT, pN, ER, PR). II coefficiente 
esatto per le analisi di proporzione del campione e stato fatto per 
determinare tutti i parametri significativi (sotto il livello 0,05). Tutte le 
analisi sono state condotte con il pacchetto statistico SPSS/7.5 per 
Windows. 

Risultati 

La determinazione dei livelli di espressione di h-PRUNE e nm23- 
H1 e il numero di copie cromosomiali di h-PRUNE e stata condotta su 
sezioni TMA da tessuti in archivio di 2.109 pazienti con diagnosi di 
carcinoma alia mammella provata istologicamente e dati di follow-up 
disponibili. 

La maggioranza dei pazienti presentavano un carcinoma a 
livello del dotto come variante istologica (1.531; 73%) e > 60 anni 
(1.219; 58%) al momento della diagnosi. I dati del follow-up clinico per 
ciascun paziente erano disponibili, coprendo un periodo medio di 63 
mesi (intervallo 2-176); la maggioranza dei pazienti era in vita (1.449; 
69%) e solo moiti pochi casi erano stati persi nel follow-up (7; 0,3%) al 
momento dello studio. 

Uespressione delle proteine h-PRUNE e nm23-H1 e stata 
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valutata per analisi immunoistochimica usando due anticorpi specifici 
(clone Ab monoclonale 4G3/4 e K73, rispettivamente). La figura 9 
(pannelli A e B) mostra esempi di cplorazione per la protelna h-PRUNE 
in una serle di multiple tissue array. 

Una immunocolorazione citoplasmatica fortemente positiva per 
la proteina h-PRUNE (mostrata come h-PRUNE+) e stata osservata 
nella maggioranza dei casi (1.208/2.109; 57%) di tumore testati; una 
Immunocolorazione citoplasmatica positiva per la proteina nm23-H1 e 
stata osservata in 615 (30%) su 2.061 tumori testati (48 casi non sono 
stati determinati). Tra i 2.061 tessuti di tumore analizzati per 
respressione di h-PRUNE e nm23-H1, e stata osservata una 
distribuzione inversa di casi con immunocolorazione positiva [1.180 
(57%) carcinomi alia mammella risultavano h-PRUNE+ mentre 615 
(30%) casi erano nm23-H1+]. Nella tabella 3 sono riportati i risultati 
dell'analisi immunoistochimica (IHC) per le proteine h-PRUNE ed 
nm23-H1 presenti in carcinomi invasivi alia mammella. 



Tabella 3 



Analisi IHC 


nm23-H1 
positivo negative 


Totale 


h-PRUNE positive 


359 (30%) 


821 (70%) 


1180 


h-PRUNE negative 


256 (29%) 


625 (71%) 


881 



La distribuzione deH'espressione delle proteine h-PRUNE e 



-61 - 



nm23-H1 e stata valutata in un sottogruppo di pazienti sulla base di 
parametri istopatologici different! . Non e stata osservata alcuna 
correlazione significativa tra I'espressione di h-PRUNE o nm23-H1 e il 
tipo di tumore (dotti vs globulare), pT, pN, ER e reattivita PR (tabella 
4). 
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Le analisi di ibridizzazione in situ a fluorescenza (FISH) sono state 
condotte per accertare se Taumento del livello di espressione di h- 
PRUNE era dovuto airamplificazione del numero di copie del gene. Un 
clone PAC (279-H19) corrispondente alia reglone genomica di h- 
PRUNE sul cromosoma 1q21.3 e un clone di controllo corrispondente 
alia regione peri-centromerica sul cromosoma 1q12 sono stati usati 
come sonde. Considerando 1 casi con almeno due copie di geni per 
centromere, un livello molto basso del segnali poligenici di h-PRUNE 
sono stati osservati in questo set di dati mediante FISH [32 (3,1%) su 
1 .016 tumori analizzati]. 

Poiche solo tre copie della regione genomica di h-PRUNE sono 
state osservate in proporzioni simili in tumori con immunocolorazione di 
h-PRUNE positiva (155/576; 27%) o negativa (89/440; 20%), si puo 
ipotizzare che siano coinvoiti i pathway patogenicialternativi 
neiraumento delTespressione somatica della proteina h-PRUNE nel 
tumore alia mammella. 

Valutazione della significativita proanostica per h-PRUNE e 
nm23-H1 

Alio scope di valutare se Tespressione somatica di h-prune e 
nm23-H1 mostrasse una significativita prognostica per il cancro alia 
mammella, i dati immunoistochimici sui tumori alia mammella primari 
invasivi di tutti i tipi e gradi sono stati sottoposti ad analisi statistica per 
fare una correlazione rispetto alia sopravvivenza totale. In un gruppo di 
pazienti, 653 (31%) erano morti con una sopravvivenza media 
dell'intero campione di 63 mesi e un follow-up medio di pazienti in vita 
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di 74 mesi. 

Secondo le analisi con una variabile, rimmunocolorazione 
positiva di h-PRUNE (p=0.0037) e PR (p=0.0072) erano i parametn 
istopatologici che presentavano una associazione significativa con la 
sopravvivenza naturale. Quando il modello Cox e stato aggiustato con 
la fase della malattia (pT e pN) e I'eta alia diagnosi, I'iperespressione di 
h-PRUNE rimaneva il solo marker in grado di agire come fattore 
predittivo indipendente (p=0.0092; ratio del rischio, 1,65; intervallo di 
familiarita 95%, 1,46-1,88) (Tabella 5). Nella tabella 5 sono riportati i 
dati Che dimostrano la correlazione esistente tra PRUNE, nm23-H1 e 
altri marker immunoistochimici rispetto alia sopravvivenza dei pazienti 
con cancro alia mammella. 



Tabella 5 



Marker* 


Rapporto di 

rischio 


95% intervallo di 
sicurezza 


P 


h-PRUNE positive 


1,65 


1,46-1,88 


0,009 


nm23-H1 positive 


1,13 


0,95-1,34 


0,158 


ER positive 


1,01 


0,86-1,18 


0,949 


PR positive 


1,08 


0,91-1,29 


0,374 



*Tarati rispetto alia grandezza del tumore, lo stato dei noduli, I'eta. 



Come mostrato nella figura 10 (pannello A), non e stato trovato 
alcun valore prognostico per Tespressione della proteina nm23-H1 
(p=0.258). Una prognosi povera e stata invece osservata nei pazienti 
con tumori iperesprimenti la proteina h-PRUNE (pannello B); tale 
correlazione con il peggiore decorso clinico rimaneva statisticamente 
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significativo anche quando i casi erano stratificati secondo uno status 
nodale ausiliario che rappresenta il fattore prognostico piu comune nel 
tumore alia mammella [p=0.023, per pazienti nodulo positivi (pannello 
C) e p<0.001, per pazienti nodulo negativi (pannello D)]. 

Nel presente studio e stata analizzata un'ampia serie di casi di 
carcinoma alia mammella (2109 pazienti) e nella maggior parte del casi 
(1208; 57%) si osserva una iperespressione altamente specif ica di h- 
PRUNE in cellule carcinomatose della mammella come determinate 
mediante analisi immunoistochimica su TMA (tissue multiple array) di 
questi campioni, in confronto ai livelli di espressione della proteina in 
campioni di cellule epiteliali sane (figura 1). 

I casi h-PRUNE positivi sono distribuiti in modo uniforme tra i 
different! sottogruppi di pazienti e non si osserva alcuna correlazione 
con fattori quali, ad esempio, il tipo di tumore, le dimension! del tumore, 
lo state dei noduli ascellari, I'interazione con recettori del progesterone 
o degli estrogeni. Uespressione di aiti livelli della proteina h-PRUNE 
consente di ipotizzare un ruolo come fattore pronostico indipendente 
deirinvasivita del cancro alia mammella. Questa ipotesi viene 
confermata da un successive studio volto a stabilire la diretta 
correlazione tra Tiperespressione di h-PRUNE e la ridotta 
sopravvivenza dei pazienti affetti da cancro alia mammella, come 
mostrato nella tabella 5. 

Quindi, tra i geni associati alia progressione tumorale si puo 
includere il gene codificante per h-PRUNE associate alia prognesi 
avversa di cancro invasive della mammella. 
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RIVENDICAZIONI 

1. Uso di inibitori deirattivita fosfodiesterasica nucleotide ciclica di 
h-PRUNE per la preparazione di un medicamento per la prevenzione 
ed 11 trattamento delle metastasi dei tumori caratterizzati da una 
iperespressione di h-PRUNE. 

2. Uso secondo la rivendicazione 1, in cui gli inibitori deirattivita 
fosfodiesterasica nucleotide ciclica di h-PRUNE sono sceiti del gruppo 
Che consiste in dipiridamolo, vinpocetine, 3-isobutil-1-metilxantina, e 
loro derivati, analoghi strutturali ed isomeri. 

3. Uso secondo ognuna delle rivendicazioni precedent!, in cui i 
tumori caratterizzati da un'iperespressione di h-PRUNE sono il 
carcinoma alia mammella, il sarcoma, il neuroblastoma ed il melanoma. 

4. Metodo di screening di composti inibitori di h-PRUNE 
comprendente le seguenti fasi: 

a) scelta di almeno un composto inibitore delle fosfoesterasi (PDE) 
o un suo derivato, analogo strutturale, isomero; 

b) somministrazione di detto almeno un composto ad una 
concentrazione compresa tra 0,05 pM e 10 pM ad una linea cellulare 
iperesprimente h-PRUNE; 

c) analisi quantitative deirattivita fosfodiesterasica nucleotide 
ciclica di h-PRUNE e/o analisi della motilita cellulare in funzione della 
concentrazione di detto almeno un composto. 

5. Metodo secondo la rivendicazione 4, in cui la linea cellulare e 
scelta dal gruppo che consiste in MDA-C100, MDA-prune, MDA- 
pruneA. MDA-prune4DA, MDA-PDE5A, MDA-H1-177, MDA-nm23H1- 
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S120G, MDA-nm23H1>S120G-prune. MDA-nm23H1-P96S, MDA- 
nm23H1 -P96S-prune. 

6. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 4 e 5, in cui 
Tanalisi quantitativa e condotta mediante test di idrolisi del substrate c- 
AMP e/o c-GMP. 

7. Metodo secondo la rivendicazione 6, in cui il substrate e 
utilizzato in concentrazioni comprese tra 0,008 pM e 1 pM. 

8. Metodo per la preparazione di una composizione farmaceutica 
comprendente il metodo secondo le rivendicazioni da 4 a 7 che 
comprende ulteriormente la fase d) di miscelazione di almeno un 
composto identificato, o un suo derivato o un suo analogo strutturale o 
un suo isomero, assieme ad uno o piu coadiuvanti e/o eccipienti 
farmacologicamente accettabili. 

9. Uso di composti inibitori di h-PRUNE selezionati secondo il 
metodo definite nelle rivendicazioni da 4 a 7, per la preparazione di un 
medicamento per la prevenzione ed il trattamento delle metastasi dei 
tumor! caratterizzati da un'iperespressione di h-PRUNE. 

10. Uso secondo la rivendicazione 9, in cui i tumori caratterizzati da 
unlperespressione di h-PRUNE sono il carcinoma alia mammella, il 
sarcoma, il neuroblastoma ed il melanoma. 

11. Metodo per la rivelazione di h-PRUNE in un campione biologico 
per la diagnosi delle metastasi dei tumori caratterizzati da una 
iperespressione di h-PRUNE mediante saggio immunologico, analisi 
FISH, PGR Real-time, ibridazione in situ. 

12. Metodo secondo la rivendicazione 11, comprendente le seguenti 
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fasi: 

a) mettere in contatto detto campione biologico con almeno un 
anticorpo anti-h-PRUNE; 

b) rivelazione del complesso antigene-anticorpo; 

c) analisi quantitativa del complesso antigene-anticorpo. 

13. Metodo secondo la rivendicazione 12, in cui detto campione 
biologico e una sezione di tessuto o un fluido biologico. 

14. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni da 11 a 13, in cui 
detto anticorpo anti-h-PRUNE e un anticorpo monoclonale o un 
anticorpo policlonale. 

15. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni da 11 a 14, in cui 
detto anticorpo anti-h-PRUNE e marcato con un radioisotope, una 
molecola fluorescente o un enzima. 

16. Metodo secondo la rivendicazione 12, in cui dette rivelazione e 
analisi quantitativa del complesso antigene-anticorpo vengono 
effettuate mediante analisi immunoistochimica, immunoiprecipitazione, 
immunofluorescenza, ELISA, immunoblotting. 

17. Metodo secondo la rivendicazione 11, in cui i primer per la PGR 
Real-time specif ici per h-PRUNE comprendono le sequenze: 

5' -AG AG ATCTTG G AC AG G C AAACT-3' ; 
3'-CCATGTTGACACAGTCCAGGAT-5'; 
o sequenze ad esse complementari. 

18. Metodo secondo la rivendicazione 11, in cui la sonda marcata 
per la PGR Real-time o per I'ibridazione in situ comprende la sequenza 
oligonucieotidica: 
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CTGCATGGAACCATC 

o la sequenza ad essa complementare o la sequenza in cui T e 
sostituita da U. 

19. Metodo secondo la rivendicazione 18, in cui detta sonda 
marcata per PGR Real-time e lineare o circolare, 

20. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni 18 e 19, in cui 
detta sonda e marcata con almeno un radioisotopo e/o un fluorocromo. 

21. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni da 18 a 20, in cui 
detta sonda e marcata con almeno un fluorocromo in 5' e/o in 3\ 

22. Metodo secondo ognuna delle rivendicazioni da 18 a 21, in cui 
detto fluorocromo e 6 carbossi-fluoresceina. 

23. Kit diagnostic© per la rivelazione di h-PRUNE in un campione 
biologico per la diagnosi delle metastasi dei tumori caratterizzati da 
una iperespressione di h-PRUNE comprendente almeno un anticorpo 
anti-h-PRUNE, o una coppia di primer specifici per h-PRUNE o una 
sonda oligonucleotidica marcata specifica per h-PRUNE. 

24. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 23, in cui i tumori 
caratterizzati da un'iperespressione di h-PRUNE sono il carcinoma alia 
mammella, il sarcoma, il neuroblastoma ed il melanoma. 

25. Kit diagnostico secondo ognuna delle rivendicazioni 23 e 24, in 
cui detto anticorpo anti-h-PRUNE e un anticorpo monoclonale o un 
anticorpo policlonale. 

26. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 25, in cui detto 
anticorpo anti-h-PRUNE e marcato con un radioisotope, una molecola 
fluorescente o un enzima. 
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27. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 23, in cui detta coppia 
di primer specifici per h-PRUNE comprende le sequenze: 
5'-AGAGATCTTGGACAGGCAAACT-3'; 
3'-CCATGTTGACACAGTCCAGGAT-5'; 

o sequenze ad esse complementari, 

28. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 23, in cui la sonda 
oligonucleotidica marcata per PGR Real-time o per Tibridazione in situ 
comprende la sequenza oligonucleotidica: 
CTGCATGGAACCATC 

o la sequenza ad essa complementare o la sequenza in cui T e 
sostituita da U. 

29. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 28, in cui detta sonda 
oligonucleotidica marcata per PGR Real-time e lineare o circolare. 

30. Kit diagnostico secondo ognuna delle rivendicazioni 28 e 29, in 
cui detta sonda oligonucleotidica e marcata con almeno un 
radioisotope e/o un fluorocromo. 

31 . Kit diagnostico secondo ognuna delle rivendicazioni da 28 a 30, 
in cui detta sonda e marcata con almeno un fluorocromo in 5' e/o in 3\ 

32. Kit diagnostico secondo la rivendicazione 31, in cui il 
fluorocromo e 6-carbossifluoresceina. 

33. Anticorpo monoclonale murine in grade di riconoscere e tegare 
in modo selettivo la proteina h-PRUNE ricombinante caratterizzato da! 
fatto di appartenere alia classe delle immunoglobuline IgM e di essere 
prodotto da un clone scelto dal gruppo che consiste in 4G3, 4G3/3, 
4G3/4, 2G/3, 2G3/2, 2E10 e 3H6. 
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34. Anticorpo policlonale da coniglio per h-PRUNE caratterizzato dal 
fatto di riconoscere e legare in modo selettivo il peptide utilizzato per 
rimmunizzazione comprendente la sequenza amminoacidica: 

NH2-Ala-Leu-Glu-Glu-Ala-Val-Ala-Glu-Val-Leu-Asp-His-Arg-Pro-lle-Glu- 
Pro-Lys-COOH 

o parti di essa. 

35. Primer specifici per ramplificazione mediante PGR 
Real-time di h-PRUNE comprendenti almeno una delle sequenze 
oligonucleotidiche: 

5^-AGAGATCTTGGACAGGCAAACT-3'; 
3'-CCATGTTGACACAGTCCAGGAT-5'; 
o sequenze ad esse complementari, 

36. Sonda oligonucleotidica specifica per h-PRUNE per la PGR 
Real-time o per Tibridazione in situ comprendente la sequenza: 
GTGGATGGAAGGATG 

o la sequenza ad essa complementare o la sequenza in cui T e 
sostituita da U. 

37. Sonda oligonucleotidica secondo la rivendicazione 36, in cui 
detta sonda e lineare o circolare. 

38. Sonda oligonucleotidica secondo ognuna delle rivendicazioni 36 
e 37, in cui detta sonda oligonucleotidica e marcata con almeno un 
radioisotope e/o un fluorocromo, 

39. Sonda oligonucleotidica secondo ognuna delle rivendicazioni da 
36 a 38, in cui detta sonda e marcata con almeno un fluorocromo in 5' 
e/o in 3\ 
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40. Sonda oligonucleotidica secondo la rivendicazione 39, in cui il 

fluorocromo e 6-carbossifluoresceina. 
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